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Lysin-verknüpfte K48-Polyubiquitinketten gelten als kanonisches Signal, das Proteine für den Ab-
bau durch 26S Proteasomen markiert. Obwohl der überwiegende Teil der per MHC Klasse I prä-
sentierten Epitope proteasomal generiert werden, ist nur wenig über den Einfluss von Ubiquitinak-
zeptorstellen und -verknüpfungen eines Substrates auf die MHC Klasse I Antigenprozessierung be-
kannt. In diesem Zusammenhang stellt das cancer/testis Antigen NY-ESO-1, das nur ein einziges
Lysin (K124) enthält, ein ideales Modellantigen zur Untersuchung Ubiquitin-abhängiger Antigen-
präsentation dar. Durch die Substitution des Lysin 124 mit Arginin entstand ein Lysin-freies NY-
ESO-1 (NY-ESO-1K0), das überraschenderweise sogar stärker als das Wildtypprotein polyubiqui-
tiniert wurde. Dennoch blieb die Präsentation des HLA-A*0201 restringierten NY-ESO-1157−165
Epitops, die für beide Proteinvarianten durch die katalytisch-aktiven Untereinheiten β2 und β1
des 20S Standardproteasoms sichergestellt und von den Ub-Rezeptoren Rpn10 und Rpn13 des
19S Regulators vermittelt wurde, davon unbeeinträchtigt. Die daraufhin durchgeführte qualitative
Analyse der Ubiquitinierungsprofile demonstrierte für NY-ESO-1K0 einen Verlust von K48-Poly-
Ub-Ketten sowie einer kompensatorisch gesteigerten Verknüpfung mit alternativen Ketten (K11,
K29, K33) auf alternativen Akzeptorstellen (C, S und T). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass ein
Fehlen des kanonischen Abbausignals in NY-ESO-1 durch Synthese atypischer Formen der Poly-




Lysine-linked K48-polyubiquitin-chains are considered as the canonical signal marking proteins
for degradation via 26S proteasomes. Altough the generation of the majority of the MCH class I
presented epitopes depends on proteasomal activity, little is known regarding the role of ubiquitin-
linkages and -acceptor sites of a given substrate in antigen processing. Addressing this issue, the
cancer/testis antigen NY-ESO-1 provides an ideal target to study ubiquitin-dependent antigen pre-
sentation, because of its single lysine residue K124. Unexpected, the introduction of a K124R
substitution in NY-ESO-1 did not lead to an abrogation but to an increase of polyubiquitination.
Nevertheless the wildtype and the lysine-free protein were equal in their ability to simulate mono-
clonal CD8+ T-cells specific for the HLA-A2*0201 restricted NY-ESO-1157−165 epitope, whose
generation was driven by the β2 and β1 catalytic subunits of the 20S standard proteasome and
regulated by the activity of the major ubiquitin receptors Rpn10 and Rpn13 of the 19S regulatory
particle. A profound analysis of the polyubiquitination profile exhibited a loss of K48 poly-Ub-
chains in NY-ESO-1K0 accompanied by an increase in the assembly of alternative chains (K11,
K29, K33) on alternative acceptor sites (C, S and T). These data clearly demonstrate, that the
absence of the canonical degradation signal in NY-ESO-1 can be compensated by the generation




1.1 Einführung in das Immunsystem von Säugetieren
Das Immunsystem von Säugetieren stellt ein komplexes Netzwerk aus zellulären und humora-
len Bestandteilen dar, das dem Körper zum Schutz vor pathogenen Erregern (Bakterien, Viren
und Parasiten), Verletzungen, Fremdkörpern oder malignen Erkrankungen dient. Es gliedert sich
in einen angeborenen und einen adaptiven (erworbenen) Anteil. Die Komponenten der angebore-
nen Immunantwort (Neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, natürliche Killerzellen,
Akut-Phase-Proteine, Komplement- und Gerinnungssystem) bilden die erste Linie der Verteidi-
gung. Sie sind durch konservierte Rezeptoren, Erkennungsstrukturen und Mechanismen in der La-
ge die Entzündung zu begrenzen sowie Zellen des adaptiven Immunsystems, wie dendritische Zel-
len (DCs), T-Zellen, B-Zellen, zur Ausbildung einer hochspezifischen Immunantwort anzulocken
und zu stimulieren. Im Rahmen einer viralen Infektion werden unter anderem naive CD (clu-
ster of differentiation)8+ T-Zellen durch professionell Antigenpräsentierende Zellen (APZ), wie
DCs, Makrophagen oder B-Zellen geprägt (Priming), um anschließend virusinfizierte Zellen zu
eliminieren. Ein wesentliches Merkmal der adaptiven Immunantwort stellt vor diesem Hinter-
grund die Fähigkeit zur Unterscheidung zwischen selbst und nicht-selbst dar. Zu diesem Zweck
ist das T-Zellsystem mit einem sehr vielfältigen Repertoire an T-Zell Rezeptoren (TCRs) ausge-
stattet (>1018), die erkrankte Zellen durch einen Komplex aus einem antigenen Peptid (Epitop) und
einem Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) Klasse I Molekül erkennen (1).
1.2 Die MHC-Klasse I Antigenpräsentation
MHC Klasse I gebundene Epitope sind Peptide mit einer Länge von in der Regel 8-11 Aminosäuren
(AS) und werden durch die Kreuz- oder die direkte Präsentation generiert. Die Kreuzpräsentati-
on beinhaltet die proteasomal abhängige Prozessierung und Präsentation exogen aufgenomme-
ner Antigene durch APZ im Rahmen des Priming naiver CD8+ T-Zellen (1). Der direkte Weg
(Abbildung 1) stellt die Epitopgenerierung aus endogen gebildeten Proteinen oder Polypeptiden
(auch körpereigenen) dar, die kontinuierlich von fast allen Körperzellen patroullierenden CD8+
T-Effektorzellen präsentiert werden (2). Der überwiegende Anteil, der auf diese Weise generierten
Epitope ist von der Aktivität des Proteasoms abhängig (3), das sowohl lineare als auch zusam-
mengesetzte (spliced) Epitope bildet (4). Während circa zwei Drittel der proteasomal generierten
Peptide zu klein für die Epitopbindungstasche eines MHC Klasse I Moleküls sind, eignen sich
lediglich 15% (Okta-, Nona- oder Decapeptide) direkt für die Präsentation (5). Die verbleibenden
15% sind N-terminal verlängert (6) und bedürfen einer zusätzlichen Prozessierung durch Ami-
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung MHC Klasse I präsentierter
Epitope (eigene Abbildung).
nopeptidasen des Cytosols, wie der Tripeptidylpeptidase II (TPPII), Leucinaminopeptidase (LAP)
und Bleomycin Hydrolase (BLMH) sowie der ER (Endoplasmatisches Retikulum)-ständigen Ami-
nopeptidasen ERAP 1 und 2 (2). Den ATP-abhängigen Transport ins Lumen des ER realisiert der
TAP (transporter associated with antigen processing)-Transporter, bestehend aus TAP 1 und 2 (7).
Von dort aus werden die Peptide durch den peptide loading complex (MHC Klasse I Molekül,
TAP1/2, Tapasin, ERp57 (ER-resident protein 57), Calreticulin) auf ein neusynthetisiertes MHC
Klasse I Molekül transferiert und gelangen über den Golgi-Apparat an die Zelloberfläche. Als An-
tigenquelle für MHC Klasse I präsentierte Epitope dienen sowohl reife Proteine (Retirees) als auch
DRiPs (defective ribosomal products) in unterschiedlicher Quantität (8, 9). DRiPs sind fehlerhaft,
unvollständig oder out of frame translatierte bzw. falsch gefaltete Polypeptide sowie solche, die aus
mRNA nicht-kodierender Regionen gebildet werden. Sie wirken in hohen Konzentrationen toxisch
auf die Zelle, weswegen sie rasch polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut werden (10).
1.3 Das Proteasom
1.3.1 Funktion und Aufbau des Proteasoms
Die Lebensfähigkeit einer Zelle ist in hohem Maße von der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Proteinsynthese und -abbau (Proteostase) abhängig. Aus diesem Grund ist es essentiell,
falsch gefaltete, oxidierte, gealterte oder nicht mehr benötigte Proteine möglichst zügig zu eli-
minieren. Das wichtigste nicht-lysosomale, ATP-abhängige Fragmentationssystem intrazellulärer
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Proteine ist das Ub-Proteasom-System (UPS) mit der Fähigkeit Proteine zu markieren und effizient
abzubauen (Kapitel 1.4) (11).
Das Proteasom ist ein multikatalytischer Proteinkomplex, der evolutionär hochgradig konserviert
ist und in allen drei Domänen des Lebens (Bakterien, Archaeen und Eukaryoten) nachgewiesen
werden konnte (12). Seine Konzentration kann in Mammaliazellen je nach Gewebeart bis zu 1%
der gesamten Zellproteine betragen (13). Es besteht aus einem zylinderartig geformten 20S Kern-
komplex, an den ein- oder beidseitig unterschiedliche Regulatorproteinkomplexe (RP), wie der
Proteasomaktivator (PA)700 (19S RP), PA28αβ , PA28γ , PA200, ECM29 (proteasome-associated
protein ECM29 homologue) oder der Proteasominhibitor 31 binden können (12, 13). Dadurch bil-
den sich verschiedenartige proteasomale Komplexe (Kapitel 1.3.3), die im Cytosol, Zellkern und
in Assoziation mit dem ER lokalisiert sind (13).
1.3.2 Das 20S Proteasom
Der zylinderförmige 20S Kernkomplex des Proteasoms misst circa 15nm in Länge und 11nm im
Durchmesser (14). Er setzt sich aus vier Ringen á sieben Untereinheit (UE) von 21-30kDa zu-
sammen, woraus sich eine Gesamtgröße von circa 700kDa ergibt (15). Die beiden äußeren und
inneren Ringe eukaryotischer 20S Proteasomen bestehen aus sieben anti-parallel angeordneten α-
(α1-α7) bzw. β -UE (β1-β7), woraus sich die stöchiometrische Komposition α1−7β1−7β1−7α1−7
Abbildung 2: Modell des A 20S Standard- und B Immunoproteasoms (eigene Abbildung, ange-
lehnt an (16)).
ergibt (Abbildung 2). Durch diese Konformation werden drei Kavitäten gebildet, zwei Vorkam-
mern zwischen je einem α- und einem β -Ring und eine innere, zentrale Kammer zwischen den
beiden β -Ringen (14).
Die Kristallstrukturanalyse des 20S Proteasoms von Thermoplasma acidophilum zeigte eine zen-
trale Pore im α-Ring mit einem Durchmesser von 13Å, die im Ruhezustand sowohl in Archae-
bakterien, als auch in Hefe- und Mammaliazellen versiegelt ist und den Substrateintritt verhindert
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(17, 18, 19). Die Substitution des Asparat 9 der α3-UE durch Alanin resultierte in einer Kon-
formationsänderung der N-terminalen Polypeptidketten der α-UE, die den Eintritt des Substrats
ermöglicht (17, 20, 21). Diesen Vorgang bezeichnet man als Porenöffnung (Gate-Opening) (Kapi-
tel 1.3.3) und wird in vivo unter anderem durch die Bindung eines RP erreicht (21).
α- und β -Ringe bilden gemeinsam zwei 50Å breite Vorkammern, in denen das Substrat nach
Passieren der zentralen Pore des α-Rings, durch Interaktion mit den α-UE in einem entfalteten
Zustand stabilisiert wird, bevor es die 22Å große Öffnung des β -Rings passiert und in die zentrale
Kavität (Durchmesser ca. 53Å) des 20S Proteasoms gelangt (17, 22). Zwischen β - und α-Ringen
existieren 10Å breite Öffnungen, die den entstandenen Peptiden einen Austritt aus dem 20S Pro-
teasom ermöglichen könnten (18).
Das Standardproteasom
Die innere Kavität zwischen den beiden β -Ringen beinhaltet die katalytischen Zentren. In Euka-
ryoten weisen lediglich β1, β2 und β5 ein N-terminales Threonin auf, das während der Assem-
blierung des 20S Proteasoms durch Autoproteolyse freigelegt wird (18, 19, 21, 23). Während der
hydrolytischen Spaltung einer Peptidbindung dient die γ-ständige OH-Gruppe als Elektronendo-
nator und vollzieht den nukleophilen Angriff (24). Das Proteasom zählt damit zu den N-terminal
nukleophilen Hydrolasen und war die erste Threoninprotease, die entdeckt wurde.
Der Einsatz von fluorogenen Substraten charakterisierte drei katalytisch distinkte Aktivitäten des
eukaryotischen 20S Proteasoms, die sich in ihrer Präferenz für den N-terminal der Schnittstelle
gelegenenen Aminosäurerest unterscheiden: peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing (PGPH) saure
AS, Trypsin-ähnlich (Tr) basische AS und Chymotrypsin-ähnlich (ChT) hydrophobe AS (25, 26).
Von einigen Autoren (24, 36) wurden zusätzlich die Fähigkeiten Peptidbindungen nach AS mit
verzweigten Seitenketten, branched chain amino acid preferring (BrAAP) und kleinen, neutra-
len AS, small neutral amino acid preferring (SNAAP) zu spalten, beschrieben. Mit Hilfe von
Röntgenstruktur- und Mutatationsanalysen sowie dem Einsatz spezifischer Inhibitoren wurde den
einzelnen UE die jeweilige Aktivität (β1→PGPH, β2→Tr und β5→ChT) zugeordnet (Tabelle 1)
(18, 19, 23). Allerdings ist diese Charakterisierung nicht restriktiv, da das Protesaom nach fast al-
len AS proteolytisch aktiv ist (24, 27).
Die Erkenntnisse über die Struktur der aktiven Zentren führte zur Entwicklung zahlreicher Inhi-
bitoren der proteasomalen Aktivität, die nicht-kovalent oder kovalent im katalytischen Zentrum
binden können. In der Regel ist die Hemmung durch nicht-kovalente Inhibitoren reversibel, wäh-
rend die von kovalenten mit einigen Ausnahmen zumeist irreversibel ist (28). Kovalente Inhibitoren
lassen sich anhand ihrer chemischen Struktur unterteilen und umfassen unter anderem Peptidalde-
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Untereinheit Gen (Homo Sapiens) Katalytische Aktivität
β1 (δ , Y) PSMB6 PGPH/Caspase-ähnlich (Cas), BrAAP
β1i (LMP2) PSMB9 ChT
β2 (Z) PSMB7 Tr
β2i (Mecl-1) PSMB10 Tr
β5 (X) PSMB5 ChT, BrAAP, SNAAP
β5i (LMP7) PSMB8 ChT, BrAAP
Tabelle 1: Katalytische Aktivitäten der Standard- und Immunountereinheiten
hyde (z. B. MG132), α’β ’-Epoxyketone (z. B. Epoxomycin, YU-102, PR-893), Boronate (z. B.
Bortezomib) und β -Lactone/Lactacystin. Peptidaldehyde inhibieren schon bei sehr geringen Kon-
zentrationen (10−9M), unter Bildung eines Hemiacetals mit der γ-OH-Gruppe des N-terminalen
Threonins, reversibel die ChT Aktivität des Proteasoms sowie die von Cathepsinen and Calpai-
nen. Peptid-α’β ’-Epoxyketone hingegen sind irreversible Inhibitoren, die mit der γ-OH- und α-
NH2-Gruppe des N-terminalen Threonins einen Morpholinoring bilden. Aufgrund dieses kataly-
tischen Mechanimus sind Epoxyketone sehr spezifisch für das Proteasom, da die katalytischen
Zentren von Cystein- und Serinproteasen keine α-NH2-Gruppe enthalten. Die Kenntnisse über
die Kristallstrukturen der einzelnen Substratbindungskanäle ermöglichte daraufhin die Synthese
UE-spezifischer Epoxyketone.
Das Immunoproteasom
Mammaliazellen können, unter anderem durch Stimulation mit Interferon (IFN) Typ-I (IFNα/β )
oder Typ-II (IFNγ), z. B. im Rahmen einer Entzündungsreaktion, zur Expression von drei zusätz-
lichen, katalytischen UE, β1i bzw. LMP2 (low molecular mass protein 2), β2i bzw. Mecl-1 (mul-
ticatalytic endopeptidase complex like 1) und β5i bzw. LMP7, angeregt werden (29, 30). Diese
Immuno-UE werden während der de-novo Synthese des Proteasoms anstelle von β1, β2 und β5
bevorzugt eingebaut, wodurch es zur Bildung des Immunoproteasom (IP) kommt. In spezifischen
Zellen des Immunsystems wie DCs, T- und B-Lymphozyten (31, 12, 32), lässt sich sogar eine kon-
stitutive Expression an IP nachweisen. Ob IP verglichen mit Standardproteasomen (SP) vermehrt
in der Lage sind polyubiquitinierte, geschädigte und oxidierte Substrate schneller abzubauen (33)
oder nicht (34), ist noch nicht abschließend geklärt.
Katalytische Aktivitäten Die Änderung des Phänotyps vom SP zum IP geht mit einer deutlich re-
duzierten PGPH-Aktivität einher (35, 36, 37, 38). Obwohl dem IP im Vergleich zum SP häufig eine
erhöhte ChT und Tr Aktivität zugesprochen wurde (27, 35, 38, 39), existieren in der Literatur kei-
ne einheitlichen Ergebnisse, die dies belegen (37, 36, 40). Zudem sind Studien, in denen IFNγ zur
Induktion von IP verwendet wurde (27, 37, 38), kritisch zu betrachten, da der IFNγ-induzierbare
PA28 den Umsatz kleiner fluorogener Peptide durch einen verbesserten Substratein- bzw. -austritt
Einleitung 14
modifiziert (41). Außerdem wurde für das TRP2 (tyrosinase related protein 2) gezeigt, dass die
Präsentation des TRP2360−368 Epitops vollständig von der Aktivität des PA28 abhängt, der die Ge-
nerierung des korrekten N-Terminus des antigenen Peptids vermittelt (42). Daraus wird ersichtlich,
dass trotz häufiger Nutzung fluorogener Peptidsubstrate zur Messung proteasomaler Aktivitäten,
deren Ergebnisse nicht zwangsläufig die Hydrolyserate gegenüber natürlich auftretenden Oligo-
oder Polypeptiden widerspiegeln (35). Aus diesem Grund liefern sie keine zuverlässigen Aussa-
gen über die Fähigkeiten von SP und IP zur Generierung MHC Klasse I präsentierter Epitope.
Epitopgenerierung Das Proteasom determiniert in der Generierung MHC Klasse I präsentierter
Epitope vorwiegend die Bildung des korrekten C-Terminus, während der N-terminale Schnitt deut-
lich unpräziser ist. Aus diesem Grund erzeugt das Proteasom mehrheitlich N-terminal verlängerter
Vorläuferpeptide (2, 6). Obwohl dem IP im Vergleich zum SP nicht eindeutig erhöhte ChT und
Tr Aktivitäten nachgewiesen werden konnten, wird dem IP die Fähigkeit zugesprochen, dass es
effizienter Peptide mit hydrophoben und basischen Ankeraminosäuren am C-Terminus bildet, die
stabiler mit der Bindungstasche von MHC-Klasse I Molekülen assoziieren (43). In dieser Hinsicht
fällt LMP7 eine besondere Rolle zu, da in β5i−/−-Mäusen die Gesamtkonzentration an MHC-
Klasse I Molekülen um 50% reduziert ist (44), was für LMP2−/−- oder Mecl-1−/−-Mäuse nicht
zutrifft (45, 46). Allerdings ist es epitopabhängig, ob dessen Bildung durch die Anwesenheit des
IP verbessert (4, 47), reduziert (48, 49) oder nicht beeinflusst wird (42, 45).
In diesem Zusammenhang postulierten Tenzer et al., dass die Generierung bestimmter Peptide le-
diglich einer Proteasomsubpopulation vorbehalten ist (50). Im Gegensatz dazu wiesen Mishto et
al. mittels Massenspektrometrie (MS) und QME (quantification with minimal effort) nach, dass
sich SP und IP nicht in der Qualität, sondern lediglich in der Quantität der Peptidgenerierung un-
terscheiden (51). IP kommen bevorzugt in reifen DCs vor (31) und ihre Expression kann in Tumor-
zellen zytokinvermittelt induziert werden (29, 30). Daher ist es für die Aktivierung CD8+ T-Zellen
im Rahmen des Priming und der Erkennung entarteter Zellen aber mitunter essentiell, dass das je-
weilige Epitop effizient durch das IP generiert wird, weil dies direkten Einfluss auf die Etablierung
einer adaptiven Immunantwort in vivo nehmen kann. Zum Beispiel verringerte sich im Rahmen
einer Influenza A Virus (IAV) Infektion in LMP2−/−-, Mecl-1−/−- und Mecl-1−/−/LMP7−/−-
Mäusen die Immunogenität des dominanten PA224−233 Epitops sowie die Aktivierung PA224−233-
spezifischer T-Zellen, aufgrund einer verminderten Präsentation durch APZ (52). Im Gegensatz
dazu erhöhte sich die des subdominanten Epitops (PB1F262−70) bei erhaltener Präsentation in al-
len drei Fällen. Allerdings entscheidet für die Ausbildung einer effizienten CD8+ T-Zellantwort
nicht allein die Tatsache, ob ein Epitop überhaupt, sondern ob eine genügende Menge pro Zeit-
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einheit gebildet wird. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Mecl−/−/LMP7−/−-Mäuse
keine suffiziente CD8+ T-Zellantwort auf das IP-abhängige E1B192−200 Epitop (Listeria Monozy-
togenes) entwickelten, obwohl sich APZ von KO- und Wildtypmäusen nicht im steady state-Level
antigener Peptide der Oberfläche unterschieden, wohl aber in der Kinetik der Epitopgenerierung
(53).
Darüber hinaus spielt für die Immunogenität eines Epitops auch ein intaktes T-Zell Repertoire
eine Rolle, das durch die Anwesenheit der IP-UE entscheidend mitbestimmt wird. So war die
Generierung des zweiten dominanten IAV Epitops (NP366−374) zwar in allen drei oben genann-
ten KO-Modellen unverändert, seine Immunogenität hatte allerdings nur in Mecl-1−/− und Mecl-
1−/−/LMP7−/−-Mäusen Bestand (52). LMP2−/−-Mäuse dagegen wiesen ein so stark defizientes
NP366−374- und PA224−233-spezifisches T-Zell-Repertoire auf, dass sich die gesamte Immunodo-
minanzhierarchie zu Gunsten des subdominanten Epitops (PB1F262−70) verschob. Dass solche
Veränderungen allerdings IP-UE- und virusspezifisch sind, zeigte sich in Lymphozyten Chorio-
meningitis Virus (LCMV) infizierten LMP2−/−- bzw. LMP7−/−-Mäusen, die keinerlei derartige
Veränderungen aufwiesen (54), Mecl-1−/−-Mäuse hingegen schon (46).
Ferner scheinen auch strukturelle Veränderungen, die mit dem Einbau der einzelnen Immuno-UE
einhergehen, Einfluss auf die Schnittpräferenz zu nehmen. Sowohl Wildtyp-, als auch katalytisch
inaktives LMP7 (T1A-Substitution) begünstigen die Generierung des Hepatitis B core Antigen
(HBcAg)141−151 Epitops, für dessen Bildung die Anwesenheit aller drei IP-UE essentiell ist (47).
Intermediärproteasomen
Der Einbau der IP-UE findet in der de-novo Synthese des 20S Proteasoms nicht vollständig statt
(55). Da LMP7 aufgrund seiner höheren Affinität zu POMP (proteasome maturation protein) ge-
genüber β5 bevorzugt eingebaut wird (15), kann es zur Synthese sogenannter Intermediärprotea-
somen (IntP) kommen (56). In einem natürlichen Umfeld wurden bislang nur die Kombinationen
β1-β2-LMP7 (LMP7) und LMP2-β2-LMP7 (LMP2/7) identifiziert (12, 57). Diese Entdeckung
bestätigt Untersuchungen, die gezeigt haben, dass für die effiziente Prozessierung von Pro-LMP2
und Pro-Mecl-1, die Anwesenheit des Propeptids von LMP7 (58) und für die Inkorporation von
Mecl-1 die Anwesenheit von LMP2 erforderlich ist (58, 59).
Die ChT und Tr Aktivität der beiden natürlich vorkommenden IntP (LMP7 und LMP2/7) gleicht in
etwa denen des IP, wohingegen die PGPH-Aktivität von LMP2/7- der des IP und von LMP7-IntP
der des SP entspricht (57). In Bezug auf die Generierung antigener Peptide zeigte sich, dass exklu-
siv LMP2/7-IntP das MAGE (Melanom-assoziiertes Antigen)-A10254−262 Epitop generieren (57).
Die Bildung des MAGE-A3271−279 Epitops hingegen wird lediglich durch LMP7-IntP und in ge-
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ringem Maße auch durch SP, aber nicht durch LMP2/7-IntP- oder IP realisiert. Interessanterweise
wurden Zellen, die ausschließlich SP enthielten, im Gegensatz zu Zellen, die auschließlich LMP7-
IntP enthielten, nicht durch MAGEA3271−279 spezifische CD8+ T-Zellen erkannt. Die Analyse
der Immunogenität von 38 IAV Epitopen in LMP2−/−, Mecl-1−/− bzw. Mecl-1−/−/LMP7−/−-
Mäusen demonstrierte zudem, dass IntP die Diversität viraler Epitope vergrößern und entschei-
dendenden Einfluss auf das T-Zell-Repertoire nehmen (60), da sie einen Großteil der Proteasom-
subpopulationen in reifen DCs darstellen (57).
Unter der Vorstellung, dass bei der Proteasombiogenese 15S präproteasomale Halbkomplexe (α1−7
β1−7) gebildet werden, die anschließend dimerisieren (15), wiesen Klare et al. in IFNγ-stimulierten
HeLa-Zellen die Existenz asymmetrischer IntP nach, die unter diesen Bedingungen den überwie-
genden Teil der 20S Proteasomsubpopulationen darstellten (55). Sie postulierten, dass unter Re-
spektierung der Assemblierungsregeln für die Proteasom-UE, 14 bzw. 8 IntP-Subpopulationen
vorstellbar wären, deren Einfluss auf die Antigenpräsentation bislang noch ungeklärt ist.
1.3.3 Das 26S Proteasom und der 19S Regulator
Der 20S Kernkomplex kann als funktionelles Enzym allein vorliegen oder an einem bzw. beiden
α-Ringen einen zusätzlichen RP (19S RP, PA28, PA200, ECM29 oder Proteasominhibitor 31)
binden. Aus den stochastisch möglichen Kombinationen der verschiedenen Zusammensetzungen
seien lediglich die wichtigsten genannt, zu denen das 26S- (19S RP-20S), das 30S- (19S RP-20S-
19S RP), das PA28- (PA28-20S-PA28) oder Hybridproteasomen (PA28-20S-19S RP, PA200-20S-
19S RP) gehören (12, 13). Zur Vereinfachung wird im folgenden der Begriff 26S Proteasom sowohl
für 19S RP-20S, als auch für 19S RP-20S-19S RP Komplexe verwendet (Abbildung 3).
Das 26S Proteasom ist in der Lage polyubiquitinierte Proteine ATP-abhängig abzubauen (61),
während dem 20S Proteasom eine wichtige Rolle im Abbau oxidierter Proteine zufällt, für den
Ubiquitin (Ub) und ATP nach aktuellem Erkenntnisstand nicht erforderlich sind (62). Der Prozess,
an dessen Ende die Proteolyse des Substrates durch die katalytisch, aktiven β -UE steht, erfordert
die Abfolge der einzelnen Schritte: 1. Bindung des ubiquitinierten Substrates, 2. seine Deubiqui-
tinierung, 3. Gate-opening des α-Rings, 4. Entfaltung und 5. Translokation des Substratproteins.
Der 19S RP vereinigt alle genannten Fähigkeiten in einem 19 UE umfassenden 700kDa großen
Proteinkomplex. Er setzt sich aus sechs AAA+-ATPasen (ATPases associated with diverse acti-
vities), die in Eukaryoten Rpt (regulatory particle triple-A ATPases) 1-6 genannt werden und 13
nicht-ATPasen (Rpn (regulatory particle non-ATPases) 1-3 und 5-13 sowie Sem1 in Hefen) zusam-
men. Die Struktur des 19S RP erlaubt eine Gliederung in Deckel (Lid) und Basis (Base) (63). Der
Lid ist aus Rpn3-9 und Rpn11-12 aufgebaut, während die Base aus Rpn1, 2, 10 und 13 sowie Rpt1-
Einleitung 17
Abbildung 3: Das 26S Proteasom (eigene Abbildung). A Darstellung eines 30S Proteasoms beste-
hend aus einem 20S Kernprotein und zwei 19S RP. B: Schematische Darstellung eines halben 30S
Proteaoms, unterteilt in 20S, bestehend aus einem α- und β -Ring sowie einem 19S RP bestehend
aus Basis und Deckel.
6 besteht. Lid und Base kommunizieren über verschiedene UE, unter anderem Rpt3 mit Rpn5 und
Rpn6, die coiled-coil Domäne von Rpt3/Rpt6 mit Rpn8 sowie die Mpr1-Pad1 N-terminale (MPN)-
Domäne von Rpn11 mit Rpn2 (63, 64).
Gate-Opening
Sowohl Lid, als auch Base assoziieren über die jeweils subkomplexeigenen UE mit dem 20S
Proteasom. Im Falle des Lid bilden Rpn5 und Rpn6 fingerförmige Domänen aus, die mit den
C-Termini von α1 und α2 interagieren. Die AAA+-ATPasen der Base formen einen heterohe-
xameren Ring (Rpt1-2-6-3-4-5), der sich nach ATP-Bindung auf den heteroheptameren α-Ring
des 20S Kernkomplexes lagert (65, 66). In diesem Zuge interagieren Rpt2, Rpt3 und Rpt5 mittels
eines konservierten HbYX-Motives (Hb=hydrophobe AS, X=beliebige AS) am C-Terminus in Ta-
schen zwischen zwei α-Untereinheiten (α3/α4, α1/α2, α5/α6) des 20S Kernproteins (63, 67).
In Thermoplasma acidophilum konnte mittels Kryoelektronenmikroskopie gezeigt werden, dass
dieser Kontakt eine Konformationsänderung auslöst infolgedessen die Pore des α-Rings freigeben
(Gate-opening) und der Eintritt entfalteter Substrate in das 20S Proteasom ermöglicht wird (68).
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Translokation und Entfaltung
Im Gegensatz zum Gate-opening ist für die Translokation und Entfaltung des Substrates durch den
19S RP, die Hydrolyse von ATP notwendig. Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen an
26S Proteasomen in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) und Mammalia wurde ein Modell
entworfen, in dem sich hydrophobe Schleifen der Rpt-UE ringförmig in einer Wendeltreppe über
dem α-Ring anordnen, mit Rpt2 in der höchsten und Rpt3 in der niedrigsten Position (63, 69). Die
einzelnen Positionen spiegeln demnach distinkte energetische Zustände wider, die im Zuge der
ATP-Bindung und -Hydrolyse einzeln durchlaufen werden. Die chemische Energie wird auf diese
Weise in mechanische umgesetzt, was eine Konformationsänderung in den Rpt-UE auslöst, durch
die das Substrat in die Pore des α-Rings transloziert und entfaltet wird.
Die N-terminalen Domänen der Rpt-UE bilden oberhalb der AAA+-ATPase-Domänen einen zu-
sätzlichen N-Ring, aus dem drei Paare an coiled-coil Helices (Rpt1/2, Rpt3/6 und Rpt4/5) heraus-
ragen. Matyskiela et al. entwickelten diese Modellvorstellung weiter, indem sie zeigen konnten,
dass durch Substratbindung der N-Ring um 16Å verschoben und um 13◦ gekippt wird, während
sich gleichzeitig die Wendeltreppenstruktur zu Gunsten eines planen Rings mit zentraler Pore auf-
löst (64). Infolgedessen kommt diese Pore in einer Linie mit der des N-Rings und des gesamten
Zentralkanals des 20S Proteasoms zu liegen. Durch ATP-Hydrolyse und Interaktion der kleinen
mit der großen AAA+-ATPase-Domäne der jeweils benachbarten Rpt-UE entsteht eine vorwärts-
treibende Kraft, die das Substrat in den zentralen Kanal transloziert und währenddessen entfaltet.
Deubiquitinierung
Die Drehung des N-Rings setzt sich über die Rpt3-Rpt6 coiled-coil Helix auf Rpn2 fort und löst
eine 25◦ Rotation des gesamten Lid aus (64). Diese Konformationsänderung schiebt das aktive
Zentrum von Rpn11 exakt über die Pore des N-Rings und legt es frei. Genau in diesem Moment
ist das ubiquitinierte Substrat zwischen N-Ring und Pore des α-Rings (13Å) gebunden. Eine Fort-
führung der Translokation mit anschließendem Abbau kann, unter Betrachtung der Länge eines
Ub (circa 30Å), nur dann vollzogen werden, wenn die Ub-Moleküle restlos vom Substrat gelöst
sind. Rpn11 ist eine MPN-Domäne tragende Zn2+-Metalloprotease und spaltet die Isopeptidbin-
dung zwischen dem proximalen Ub und der ε-NH2-Gruppe des substrateigenen Lysins ohne eine
bestimmte Verknüpfungsart zu favorisieren (70). Sie ist die einzige UE des 19S RP, für die gezeigt
wurde, dass sie die Deubiquitinierung polyubiquitinierter Substrate vermittelt, wodurch sie essen-
tiell für das Überleben von Hefezellen ist (71).
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Ubiquitinbindung
Bislang wurden circa 20 Ub-bindende Domänen (UBD) identifiziert, die in über hundert ver-
schiedenen Ub-bindenden Proteinen (UBP) bzw. Ub-Rezeptoren vertreten sind. Ub-Rezeptoren
des UPS können in intrinsische, die integraler Bestandteil des 19S RP sind (Rpn10, Rpn13) und
extrinsische, wie hHR23 (human homologue of Rad23) A/B oder Ubiquilin-2, die als Vermittler
zwischen Substrat und 26S Proteasom ihre Wirkung entfalten, gegliedert werden (63, 72).
Rpn10 beinhaltet eine N-terminal gelegenene von-Willebrand-Faktor A Domäne, die im wesentli-
chen für die Assoziation mit Rpn9 und Rpn11 verantwortlich ist. Die Bindung von Ub bzw. Ub-
like (UBL)-Proteinen, wie FAT10 (HLA-F adjacent transcript 10), SUMO (small Ub-like modifier)
oder ISG15 (interferon-stimulate gene 15), entweder als Bestandteil des 19S RP (63) oder als freie
UE (73), wird durch ein (S. cerevisiae) bzw. zwei (Mammalia) flexible Ub-interagierende Moti-
ve (UIMs) vermittelt. Von diesen beiden weist UIM-2 eine höhere Affinität zu Ub/UBL-Proteinen
(werden im Weiteren vereinfacht Ub genannt) auf (73). In einem Ub-Dimer liegt die Bindgunsstel-
le für Rpn10 in der Interaktionszone der beiden Ub-Moleküle (Ub/Ub-Interface) verborgen und
wird erst durch Bindung an UIM-2 freigelegt (74). Dabei interagiert UIM-1 mit dem distalen und
UIM-2 mit dem proximalen Ub. Rpn10 als vollständiges Protein favorisiert die Bindung von Ub-
Ketten mit mehr als vier Ub-Molekülen (Tetra-Ub), wobei die Verknüpfungsart der Ub-Moleküle
keinen Einfluss auf die Affinität der Bindung zu haben scheint (75, 76).
Rpn13 bindet Ub über eine Pleckstrin-homologe Domäne (PHD), genannt pleckstrin-like recep-
tor for Ub binding (Pru) (77). Pru ist gleichzeitig für die Assoziation mit Rpn2 zuständig und
in freiem Rpn13 unzugänglich, wodurch die Bindung von Ub verhindert wird (78). Die Gesamt-
bindungsfläche mit Ub ist besonders groß (1256Å2) und bietet neben der Tatsache, dass Rpn13
in einer Di-Ub-Kette speziell mit dem proximalen Ub-Molekül interagiert, die Erklärung, warum
Rpn13 Mono- mit gleicher Avidität wie Di- und Tetra-Ub erkennt (77). Bezüglich der Art der Ver-
knüpfung wurde bislang lediglich die Bindung von K48-Ketten an Rpn13 gezeigt.
Im substratungebundenen Zustand liegen die UIMs von Rpn10 und Rpn13 circa 70-80Å vom
aktiven Zentrum der Deubiquitinase (DUB) Rpn11 entfernt, was in etwa der Länge von drei
K48-verknüpften Ub-Molekülen entspricht. Da Rpn10 und Rpn13 vor allem mit AS des Ub/Ub-
Interface interagieren, wäre eine Tetra-Ub-Kette vonnöten, um die Länge zwischen Rpn10/13 und
Rpn11 zu überbrücken, was mit Beobachtungen übereinstimmt, die eine Tetra-Ub-Kette als Min-
destabbausignal charakterisiert haben (79). Allerdings existieren Beispiele, für die Ketten von we-
niger als vier Ub-Molekülen ein suffizientes Abbausignal darstellen (80), deren Erkennung durch
extrinsische Ub-Rezeptorten vermittelt werden kann.
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Anders als in S. cerevisiae, ist die Anwesenheit von Rpn10 und Rpn13 in Säugetieren essentiell.
Der genetische Verlust eines der beiden Rezeptoren wirkt in Mäusen bereits in der Embryonal-
(Rpn10) bzw. erst in der Neonatalperiode (Rpn13) letal (81, 82). Das Fehlen eines der beiden
Proteine führte in Maushepatozyten zu einer milden, der Verlust beider Proteine zu einer starken
Akkumulation polyubiquitinierter Substrate mit Aktivierung der UPR (unfolded protein respon-
se). Desweiteren legt eine Untersuchung nahe, dass in 30S Proteasomen Rpn13, im Gegensatz zu
Rpn10, lediglich in einem der beiden 19S RP enthalten ist (83). Zusammen betrachtet suggerie-
ren diese Daten, dass Rpn10 und Rpn13 zum Teil verschiedene Rollen ausfüllen. Dabei kann der
Verlust des einen eventuell nur teilweise durch die Funktion des anderen kompensiert werden.
1.4 Das Ubiquitin-System
Die Ubiquitinierung stellt einen streng regulierten ATP-abhängigen Prozess posttranslationaler
Modifikation dar, in dem ein bzw. mehrere Ub-Moleküle durch das Zusammenspiel spezifischer
Enzyme kovalent mit dem Zielprotein verbunden werden (84). Sie ermöglicht eine Vielzahl an
Protein-Interaktionen und spielt, außer in der Markierung von Proteinen zum Abbau durch das
26S Proteasom (11), in zahlreichen weiteren biologischen Prozessen, wie der Regulation der En-
dozytose, des Zellzyklus, von DNA-Reparaturmechanismen oder der Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren eine große Rolle (85, 86, 87). Eine Fehlfunktion einzelner Komponenten des UPS
spiegelt sich unter anderem im Auftreten von genetisch bedingten Erkrankungen wider (88). Beim
von-Hippel-Lindau (vHL)-Syndrom z. B. führt eine Mutation des vHL-Proteins, einer Ub-Protein-
Ligase (E3-Ligase), zum verminderten Abbau des Transkriptionsfaktors Hypoxie-induzierter Fak-
tor (HIF)-1α , wodurch verstärkt angiogene Faktoren wie vascascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) und Erythropoetin (EPO) sezerniert werden. In der Folge kommt es zum vermehrten
Auftreten retinozerebellärer Angiome oder Nierenzellkarzinome.
1.4.1 Ubiquitin
Ubiquitin ist ein 76AS langes Protein und wird in humanen Zellen von vier Genen codiert, die
gleichermaßen zur Gesamtmenge an Ub in der Zelle beitragen (89). Es besitzt eine Größe von
8,5kDa und wurde im Cytosol, Nukleus und auf der Zelloberfläche von allen Zellen der drei Do-
mänen des Lebens entdeckt (89). Die Struktur des Ub bildet sich aus einer 3,5 fachen α-Helix,
einem fünfsträngigen β -Faltblatt mit zwei parallelen (β -Faltblatt (St)1, St5) und drei antiparalle-
len Strängen (St2, St3, St4). Es enthält zwei hydrophobe Bereiche, L8/I44/V70 und I36/L71/L73,
die durch UBD-Proteine, DUBs und Ub-Ligasen erkannt und gebunden werden können (90). Zur
Bildung einer Poly-Ub-Kette stehen die ε-NH2-Gruppen der sieben Lysine (K6, -11, -27, -29, -33,
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-48, -63) und die α-NH2-Gruppe des N-terminalen Methionins zur Verfügung (87).
1.4.2 Die Synthese von Ubiquitinketten
Ubiquitin wird in einer ATP-abhängigen Kaskade durch die Koorperation von drei Enzymen mit
dem Zielprotein verknüpft (Abbildung 4). Der erste Schritt wird durch ein Ub-aktivierendes En-
zym (E1-Enzym) katalysiert (91), von denen in eukaryotischen Zellen acht identifiziert wurden
(89). Allerdings vermitteln lediglich zwei, UBA (UBL modifier activating enzyme) 1 und UBA6,
die Aktivierung von Ub, während die restlichen sechs in die Aktivierung von UBL-Proteinen ein-
gebunden sind. Humanes UBA1 und UBA6 sind strukturell sehr ähnliche Proteine, die ATP binden
und es zu AMP und Pyrophosphat (PPi) hydrolysieren (92). In diesem Zuge wird Ub über seine
C-terminale COOH-Gruppe zunächst als hochenergetisches Intermediat E1AMP−Ub (Ub-Adenylat)
gebunden (Reaktion 1) und im nächsten Schritt (Reaktion 2) auf die SH-Gruppe des Cysteins im
zweiten aktiven Zentrums des E1-Enzyms übertragen (91, 93). Auf diese Weise wird die durch
ATP-Spaltung entstandene Energie in einer Thioesterbindung (S-Ub) gespeichert. Gleichzeitig er-
folgt die Rekrutierung und Hydrolyse eines zweiten ATP-Moleküls, um ein weiteres Ub als Ade-
nylat zu binden (Reaktion 3).
(1) E1SH + ATP + Ub→ E1AMP−UbSH + PPi
(2) E1AMP−UbSH → E1S−Ub + AMP
(3) E1S−Ub + ATP→ E1AMP−UbS−Ub + PPi
Anschließend wird das per Thioester gebundene Ub in einer Trans-Thiol-Esterifikation auf ein Cy-
stein im aktiven Zentrum eines Ub-konjugierenden Enzyms (E2-Enzym) übertragen, von dem in
humanen Zellen circa 35 Varianten bekannt sind (84, 89):
(4) E1AMP−UbS−Ub + E2SH → E1AMP−UbSH + E2S−Ub
Dessen aktives Zentrum liegt in einer Ub-konjugierenden (UBC)-Domäne, die eine Länge von 150-
200AS umspannt. Eine darin enthaltene E2-individuelle α-Helix (Hel1) definiert in Kombinantion
mit der Ub fold domain (UFD) von UBA1 bzw. UBA6, die E1-E2-Interaktion (94). Allerdings
stellt die UBC-Domäne auch die Bindungsstelle für die E3-Ligase dar (95), weswegen vor Eta-
blierung der E2-E3-Interaktion die Dissoziation des E1- vom E2-Enzym notwendig ist (96). Die
E3-Ligase rekrutiert das Substrat und bildet mit dem E2-Enzym einen Proteinkomplex, der den
Transfer von Ub auf die Akzeptorstelle des Zielproteins oder des vorangegangenen Ub-Moleküls
katalysiert (84).
Die mehr als 600 bekannten E3-Ligasen können in zwei große Familien eingeteilt werden, die in
ihrer Struktur durch die Existenz von entweder einer RING (really interesting new gene)-Finger-
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Synthese einer Poly-Ub-Kette durch das Zusammen-
wirken von E1-Enzym, E2-Enzym und E3-Ligase (eigene Abbildung).
oder einer HECT (homologous to the E6-associated protein carboxyl terminus)-Domäne gekenn-
zeichnet sind (97). Der maßgebliche Unterschied liegt im Mechanismus des Ub-Transfers auf das
Zielprotein. HECT-E3-Ligasen enthalten ein zusätzliches aktives Zentrum mit einem Cystein und
binden Ub in einem Zwischenschritt kovalent über einen Thioester (Reaktionen 5a-5c). RING-
FINGER-E3-Ligasen dagegen übertragen Ub direkt auf das Substrat (Reaktionen 6a-6b), z. B.
unter Bildung einer Isopeptidbindung mit der ε-NH2-Gruppe eines Lysins (84, 97).
Für HECT-E3-Ligasen: (5a) E2S−Ub + Substrat + E3SH → E2S−Ub:E3SubstratSH + AMP
(5b) E2S−Ub:E3SubstratSH → E2SH :E3SubstratS−Ub
(5c) E2SH :E3SubstratS−Ub → E2SH + E3Substrat−UbSH
Für RING-Finger-E3-Ligasen: (6a) E2S−Ub + E3SubstratS−Ub → E2S−Ub:E3Substrat
(6b) E2S−Ub:E3Substrat → E2SH + E3Substrat−Ub
Zur Synthese einer Poly-Ub-Kette wird der beschriebene Zyklus, gegebenenfalls unter Einbezie-
hung eines E4-Enzyms, mehrfach wiederholt. Die folgenden Ub-Moleküle werden in analoger
Weise über ihre C-terminalen COOH-Gruppen an eine der acht Ub-Akzeptorstellen des voran-
gehenden Ub gebunden (97). Während die Ub-Akzeptorstelle des Substrates von der jeweiligen
E3-Ligase abhängt, wird die Art der Ub-Ketten durch das E3- und das E2-Enzym determiniert.
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1.4.3 Kanonische Ubiquitinierung
Von den zahlreichen Kombinationen aus Ub-Akzeptorstellen und Ub-Verknüpfungen, stellt eine
homogene Poly-Ub-Kette von mindestens vier Ub-Molekülen, das wichtigste Signal zur Markie-
rung von Proteinen für den Abbau durch das 26S Proteasom dar (79, 87, 98). In einer derartigen
Verknüpfung ist das erste Ub über eine Isopeptidbindung mit der ε-NH2-Gruppe eines Lysins
des Substrates und jedes weitere mit der ε-NH2-Gruppe von K48 im jeweils proximalen Ub ver-
ankert. Sie wird auch als kanonische Ubiquitinierung bezeichnet. Massenspektrometrische Ana-
lysen identifizierten K48-Ketten als die häufigste Modifikation (52,8%) in HEK293-Zellen (99).
In HeLa-Zellen wurden dagegen gleichmäßige Level an K6-, K11-, K27-, K29-, K48- und K63-
Ketten assoziiert mit 26S Proteasomen gefunden (100). Weiterhin zeigten diese Untersuchungen,
dass eine eingeschränkte Funktion von 26S Proteasomen nicht zu einer exklusiven Akkumula-
tion von K48-Ketten führt, sondern andere Kettenformen (wie K6, K11 und K29) gleichermaßen
oder sogar stärker betroffen sind (99, 100). Aus diesen Gründen ist es fraglich, ob Lysin-gebundene
K48-Poly-Ub-Ketten als wichtigstes Signal für den Abbau durch 26S Proteasomen anzusehen sind.
1.4.4 Atypische (Nicht-kanonische) Ubiquitinierung
Vermutlich liegt die Ursache, dass gerade Lysine die präferierte Ub-Akzeptorstelle sind, in der
Tatsache begründet, dass sie bevorzugt an der Oberfläche eines Proteins zu finden und daher für
E3-Ligasen frei zugänglich sind (72). Allerdings ist Lysin nicht die ausschließliche Akzeptorstelle
für die Polyubiquitinierung eines Substratproteins. Darüber hinaus dient nicht nur K48, sondern
auch alle anderen Lysine und die N-terminale Aminogruppe des Ub-Moleküls zur Bildung von
linearen oder verzweigten Poly-Ub-Ketten. Neben homogenen Poly-Ub-Ketten konnte zudem die
Existenz von heterogenen Ketten aus Ub und UBL-Proteinen nachgewiesen werden. Als weiteres,
variables Charakteristikum hat man gefunden, dass auch Ketten mit weniger als vier Ub-Molekülen
ein suffizientes Signal proteasomalen Abbaus darstellen können (80). Bedenkt man darüber hinaus,
dass mehrere solcher Modifikationen gleichzeitig auf einem Substrat vorhanden sein können, gibt
es eine Vielzahl an Kombinationen, von denen bisher nur ein Bruchteil charakterisiert wurde.
Alternative Ubiquitinakzeptorstellen
Cadwell und Coscoy zeigten, dass eine Lysin-freie Form des cytosolischen Teils des HLA (Huma-
nes Leukozytenantigen)-B7 Moleküls durch die E3-Ligase MIR1 des humanen Karposi-Sarkoma-
Virus suffizient polyubiquitiniert und proteasomal abgebaut wurde (101). Da sich die Poly-Ub-
Ketten mit β -Mercaptoethanol vom Protein lösen ließen, schlussfolgerten sie, dass diese über eine
Thioesterbindung an SH-Gruppen von Cysteinen an HLA-B7 gebunden sein müssten.
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Serin und Threonin, die Ub durch Bildung eines Carboxyesters binden, konnten als Akzeptor-
stellen unter anderem auf dem N-terminalen Teil von t-Bid nachgewiesen werden (102). Dessen
proteasomale Fragmentation stellt die Freilassung des C-terminalen Teils von t-Bid sicher und in-
duziert die Apoptose der Zelle.
Die Tatsache, dass in vivo N-terminal acetylierte Substrate nicht durch das UPS abgebaut werden,
führte zur Entdeckung, dass die α-NH2-Gruppe des Methionin 1 als Ub-Akzeptorstelle dienen
kann. Ein Beispiel ist der Transkriptionsfaktor MyoD (myoblast determination protein 1), der nach
N-terminaler Ubiquitinierung im Zellkern proteasomal abgebaut wird (103).
Alternative Ubiquitinverknüpfungen
Die posttranslationale Modifikation von Proteinen mit unterschiedlichen Ub-Ketten ist mit ver-
schiedenen Funktionen in der Zelle assoziiert. K63-Ketten z. B. spielen eine sehr wichtige Rolle für
den nicht-proteasomalen Abbau von Proteinen und bei intrazellulären Signalkaskaden (85, 86, 87).
Der membranständige EGFR (endothelial growth factor receptor) z. B. wird über Lysine in seiner
Kinasedomäne K63-polyubiquitiniert, was seine Internalisierung und lysosomalen Abbau vermit-
telt (85). Ein anderes Beispiel ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB (nuclear factor
kappa-light-chain enhancer of activated B-cells). Die Stimulation durch profinflammatorische Zy-
tokine, wie Interleukin (IL)-1β , aktiviert die E3-Ligase TRAF6 (TNF receptor associated factor
6), welche IKKγ (inhibitor of NFκB kinase γ) und sich selbst K63-polyubiquitiniert. Dadurch
wird eine Signalkaskade ausgelöst, die zur Freisetzung und Translokation des p65/p50 NFκB-
Komplexes in den Zellkern führt (86). K11-verknüpfte Poly-Ub-Ketten nehmen eine besondere
Stellung beim Abbau ER-ständiger Membranproteine, auch ER-associated degradation (ERAD)
genannt sowie in der Regulation des Zellzyklus ein (87). K27- und K29-Ketten können die Aggre-
gation von geschädigten Proteinen in Lewy-Körperchen vermitteln, um Neurone vor Zellschädi-
gung zu schützen (104). Darüber hinaus wurde in vivo neben K48 für alle Modifikationen bis auf
K63 gezeigt, dass sie Substrate für den proteasomalen Abbau markieren (99, 105), wodurch sie
potentiell Einfluss auf die Bildung MHC Klasse I präsentierter Epitope nehmen könnten.
1.4.5 Ubiquitinierung und MHC Klasse I Antigenpräsentation
Die Ubiquitinierung spielt eine große Rolle im Rahmen immunologischer Reaktionen, unter an-
derem bei der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch Stimulationen mit proinflammatori-
schen Zytokinen (86), der Reifung von DCs (31) oder der Generierung MHC Klasse I präsentierter
Epitope (106). Obwohl jedoch bekannt ist, dass der Großteil der per MHC Klasse I präsentierten
Epitope proteasomaler Aktivität unterliegt (3) und polyubiquitinierte Proteine die Hauptquelle der
Substrate für das 26S Proteasom darstellen (11), existieren nur wenige Arbeiten, die den Zusam-
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menhang zwischen Ubiquitinierung und der Generierung antigener Peptide untersucht haben.
Der Einfluss der deubiquitinierenden Fähigkeit des 26S Proteasoms wird durch den Einsatz von b-
AP15, einem potenten Inhibitor der DUBs UCHL5 (Ub C-terminale Hydrolase L5) und USP14
(Ub-spezifische Protease 14), deutlich. Er ließ die Präsentation eines HLA-B35 restringierten
Epitops des BZLF1-Proteins des Epstein-Barr-Virus (EBV) fast vollständig verschwinden (107).
In Bezug auf die Ub-Bindungsfähigkeit wiesen zwei Untersuchungen für Rpn10 nach, dass für
die Generierung und spätere Präsentation des linearen pp65495−503 des humanen Cytomegalievi-
rus (HCMV) und des spliced GP100 (Glycoprotein 100)47−52/40−42 Epitops vermittelt (4, 108).
Andere Untersuchungen konzentrierten sich auf die Synthese von Ub-Ketten. Die Inhibition der
E1-Enzyme durch MLN7243 oder nicht-permissive Temperaturen in Zellen, die eine temperatur-
sensitive E1-Mutante exprimierten, offenbarte mannigfaltige Effekte je nach Zelllinie, Antigen,
Art der Applikation (Virusinfektion, natives oder denaturiertes Antigen), HLA-Molekül und un-
tersuchtem Epitop (106, 109). Allerdings gestaltete sich deren Interpretation durch den starken
Einfluss auf die zelluläre Homöostase besonders schwierig. Ähnlich markante Beeinflussung be-
wirkte der Einsatz einer Lysin-freien Ub-Mutante, durch den die Polyubiquitinierung der gesamten
Zelle reduziert und die Präsentation eines ER-ständigen Antigens vermindert wurde, während die
eines cytosolischen unverändert blieb (110). Der Einsatz von siRNA gegen Hrd1, einer wichtigen
E3-Ligase beim Abbau ER-assoziierter Proteine, stellte einen spezifischeren Ansatz dar und zeigte
eine Reduktion der Präsentation von Epitopen ER-ständiger Proteine (110).
Ein wichtiger Punkt, der bisher nahezu unaddressiert blieb, ist der Effekt der unterschiedlichen
Ub-Akzeptorstellen und Ub-verknüpfungen auf die Präsentation MHC Klasse I restringierter Epi-
tope. Die Methylierung von 99% aller Lysine in einer denaturierten Form des Ovalbumin redu-
zierte nach exogener Applikation signifikant die Präsentation eines H2-Kb restringierten Epitops,
während eine 70-80% Methylierung der des unmethylierten Proteins glich (111). In vivo wurde
gezeigt, dass neben K48- alle Poly-Ub-Ketten bis auf solche, die durch K63 gebildet werden, Sub-
strate für den proteasomalen Abbau markieren können (99, 105). Dennoch konnte bislang nur K48-
Poly-Ub-Ketten eine indirekte Rolle in der proteasomal abhängigen Präsentation des HLA-A*0201
(kurz HLA-A2) restringierten YVL-Epitops eines BZFL-YVL-GFP (grün fluoreszierendes Prote-
in) Fusionsantigens zugeschrieben werden (107). Interessanterweise verminderte der Einsatz einer
Ub-Mutante (UbK48R), die an Position 48 ein Arginin anstatt eines Lysins enthielt, nicht nur die
Präsentation des Wildtyp (WT)-Proteins, sondern auch die einer Mutante, auf der keine Polyubi-
quitinierung mehr nachgewiesen werden konnte.
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1.5 Das Tumorantigen NY-ESO-1
Immunogene Tumorantigene umfassen unter anderem Proteinprodukte mutierter Gene, veränder-
te Glykolipide/-proteine, virale, onkofetale und Differenzierungsantigene sowie abnormal expri-
mierte zelluläre Proteine (z. B. Cancer/Testis Antigene). NY-ESO-1 (New York esophageal squa-
mous cell carcinoma-1) ist ein cytosolisches Protein mit unbekannter Funktion und gehört zu den
cancer/testis-Antigenen. Diese besitzen den großen Vorteil, dass sie nur in malignen Zellen, nicht
aber in gesundem Gewebe außer frühen Spermatogonien nachgewiesen wurden, die jedoch kei-
ne MHC Klasse I Moleküle auf der Oberfläche exprimieren und auf dieses Weise vor CD8+ T-
Effektorzellen geschützt sind (112). NY-ESO-1 ist zudem von besonderem medizinischen Inter-
esse, da es in einer Reihe unterschiedlicher maligner Entitäten exprimiert wird, unter anderem in
Synovialsarkomen, Ovarialkarzinomen, Melanomen und multiple Myelomen (113). Dabei korre-
liert seine Expression mit der Aggressivität der Malignome, was sich in einer schlechten Prognose
widerspiegelt und die Notwendigkeit zur Entwicklung effizienter Therapieoptionen unterstreicht.
Außer des 11mers MLMAQEALAFL, das durch die Translation eines alternativen open rea-
ding frame (ORF) von NY-ESO-1 gebildet wird (114), ist das 157-165 Epitop (SLLMWITQC)
das bis dato einzige beschriebene HLA-A2 gebundene Epitop das natürlicherweise von HLA-
A2+ NY-ESO-1+ Tumorzellen gebildet wird (115). Allerdings existierten über dessen Prozes-
sierungsweg bis zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit nur wenig Informationen. Chen
et al. publizierten, dass die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops proteasomal unabhängig
stattfindet (116), während Batchu et al. eine Stabilisierung des reifen Antigens nach proteasoma-
ler Inhibition nachweisen konnten (117). Trotz Expression von NY-ESO-1 mRNA in medullä-
ren Thymusepithelzellen (118), lassen sich spezifische naive CD8+ T-Zellen im peripheren Blut
gesunder HLA-A2+ Spender detektieren (113), wodurch deren TCRs wissenschaftlichen Frage-
stellungen und therapeutischen Maßnahmen prinzipiell zugänglich sind. Klinische Studien, die
NY-ESO-1157−165 spezifische TCR-modifizierte T-Zellen zur adoptiven Zell-Terapie von HLA-
A2+ Patienten mit NY-ESO-1 exprimierenden Malignomen verwendeten, zeigten vielverspre-
chende Ergebnisse (119, 120). Dennoch profitierte ein Großteil der Patienten nicht von der Be-
handlung, wofür eine Vielzahl an Gründen in Frage kommen - unter anderem eine fehlerhafte
Antigenprozessierung. Aus diesem Grund stellt die Entschlüsselung des direkten Weges der zur
Generierung und Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops durch MHC Klasse I Moleküle führt,
die Basis für das Verständnis und die Entwicklung neuer Therapiekonzepte zur Behandlung mali-
gner Erkrankungen dar.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit
In Kapitel 1.4.5 wird deutlich, dass die Verknüpfung von Polyubiquitinierung und MHC Klas-
se I Antigenpräsentation bislang nur selten Gegenstand immunologischer Forschung war. Zu-
dem ist nur unzureichend charakterisiert, welchen Einfluss die Verwendung unterschiedlicher Ub-
Akzeptorstellen und Ub-Verknüpfungen eines gegebenen Substrates auf die Präsentation eines
spezifischen MHC Klasse I gebundenen Epitops nimmt. Um diese Fragestellung konkreter zu un-
tersuchen ohne die biochemischen Eigenschaften des Antigens substantiell zu verändern, wurde
NY-ESO-1 als Modellantigen ausgewählt, das den besonderen Vorteil bietet, lediglich ein einzi-
ges Lysin an Position 124 (K124) im gesamten 22kDa großen Protein (180 AS) zu enthalten. Aus
diesem Grund hat sich die vorliegende Arbeit zum Ziel gesetzt, folgende Fragen zu beantworten:
1. Welchen Stellenwert besitzt K124 in der Generierung des NY-ESO-1157−165 Epitops?
2. Ist die Präsentation im Kontext eines lysinhaltigen und eines lysinfreien NY-ESO-1-Proteins
(NY-ESO-1K0) als Antigenquelle proteasomal abhängig? Unterscheiden sich SP, IP und IntP
in der Epitopgenerierung? Welche katalytischen UE fördern die Bildung des Epitops?
3. Wird die Generierung des NY-ESO-1157−165 Epitops aus NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0
durch die Aktivität des 26S Proteasoms vermittelt (Ub-Abhängigkeit)?
4. Wie unterscheiden sich das quantitative und qualitative Ubiquitinierungsprofil von NY-ESO-
1 und NY-ESO-1K0? Existieren alternative Ub-Akzeptorstellen außer K124? Welche Ub-
Verknüpfungen lassen sich auf NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 nachweisen?
5. Welchen Einfluss nehmen Ub-Akzeptorstellen und Ub-Verknüpfungen auf die Antigenprä-
sentation von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0?
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Lösungen und Puffer
Bezeichnung Hersteller Bezeichnung Hersteller
Aceton Merck Acrylamid 4k (30%) AppliChem
Actinomycin D SigmaAldrich Agar AppliChem
Agarose Serva Bovines Serum Albumin (BSA) AppliChem
Amidoschwarz 10B Merck Ammoniumchlorid AppliChem
Ammoniumpersulfat (APS) Serva Ampicillin Roth
Bacto Trypton AppliChem β -Mercaptoethanol Roth
Borsäure Roth Brefeldin A SigmaAldrich







N,N-Dimethylformamid (DMF) SigmaAldrich Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem
1,4-Dithiotreitol (DTT) Roth Essigsäure (HAc) Merck
Ethanol (70%, 100% vergällt) Roth Ethidiumbromid (EtBr) Roth
Glycerol (1,2,3-Propantriol) AppliChem Glycin AppliChem
Hefeextrakt Oxoid LTD. Hygromycin B (50mg/ml) Roth
2-Propanol (99%) Roth Lithiumchlorid Merck
Kaliumacetat (KAc) Merck Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydroxid Merck Kanamycin SERVA
Kupfer(II)-Sulfat Merck Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck








Methanol (MeOH) Merck Natriumchlorid AppliChem
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem Natriumhydroxid Roth
Nonoxinol (NP40) AppliChem Rubidiumchlorid SigmaAldrich
Paraformaldehyd (PFA) SigmaAldrich Puromycindihydrochlorid PAA
Phosphorsäure Merck Poly(hydroxethylmethacrylate) SigmaAldrich
Salzsäure Merck Saponin Roth






Alle pH-Werte der im Folgenden aufgelisteten Lösungen und Puffer wurden mit HCL (37, 32 oder
25 %-ig) bzw. 10 M NaOH oder KOH eingestellt.
Bezeichnung Zusammensetzung
Amidoschwarzfärbelösung Amidoschwarz10B 1,62 µM, HAc 1,75 M, MeOH 388,44 M
Blot-Puffer Glycin 1 M, MeOH 4,9 M, SDS 21 mM, Tris 0,125 M
DNA-Probenpuffer BPB 2,9 mM, EDTA 0,5 M, Glycerol 6,84 M, TBE
enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA)-Blockpuffer
Fetales Kälberserum (FCS) (10%), Phosphatgepufferte Salzlösung
(PBS)
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Bezeichnung Zusammensetzung
ELISA-Waschpuffer PBS, Tween 20 0,45 mM
Fixierungspuffer PBS, PFA 0,67 M
SDS-Probenpuffer BPB 7,2 mM, DTT 50 mM, Glycerol 1,37 M, Tris 62,5 mM
LB-Medium Bacto Trypton 1%, Hefeextrakt 0,5%, NaCl 0,1 M
Lysepuffer MgCl2 10 mM, NaCl 50 mM, NP40 0,53 mM, Tris 50 mM
WEHI-Puffer DMF 4,3 M, SDS 0,7 M, pH 4,7
MACS Puffer BSA 0,115 mM, EDTA 2 M, PBS, steril filtriert (0,45 µm)
PBS
NaCl 0,14 M, Na2HPO4 65 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,15 mM,
pH 7,4
Permeabilisierungspuffer BSA 1,15 mM, PBS, Saponin 0,1%
SDS-Gelelektrophoresepuffer Glycin 0,2 M, SDS 3,5 mM, Tris 25 mM
TST NaCl 0,15 M, Tris 30 mM, Tween20 0,9 mM
TBE Borsäure 90 mM, EDTA 2 mM, Tris 90 mM
Tfb1
KAc 30 mM, RbCl 0,1 M, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 mM, Glycerol
15%, pH 5,8, steril filtriert (0,45 µm)
Tfb2
MOPS 0,01 M, CaCl2, RbCl 0,01 M, Glycerol 15%, steril filtriert
(0,45 µm)
Tabelle 3: Lösungen und Puffer
2.1.2 Peptide
Das 9-mer Peptid SLLMWITQC (NY-ESO-1157−165) wurde von der Peptidsynthese-Core-Facility
des Charité Crossover durch eine Standard-Fmoc (N-(9-fluorenyl)methoxycarbonyl) Methode (0,1
mM) mit Hilfe eines automatischen Syntheseapparates (Applied Biosystems 433A automated syn-
thesiser) hergestellt und per Hochleistungsflüssigkeitschromatographie gereinigt, lyophilisiert und
in DMF gelöst (c=10 mgml ). 7-Aminoactinomycin (7-AAD) ist ein organisches Peptid und wurde
von der Firma BD erworben.
2.1.3 Antikörper
Monoklonale Maus-Antikörper (AK), gerichtet gegen die folgenden humanen Proteine, wurden im
Western Blot (WB) eingesetzt: α6 (MCP20), β1 (MCP421), β2 (MCP165), Rpn10 (S5a-18) und
Ub (FK2) von Enzo Life Science, β -Actin (C4), Cathepsin D (sc-6486), c-Myc (9E10), LMP7 (A-
12), NY-ESO-1 (E978) und Rpn13 (Q31) von Santa Cruz Technologies, β5 (Ab3330) und LMP2
(Ab3328) von Abcam, GFP (JL-8) von TaKaRa Clontech, HA.11 (16B12) von Covance und LC3B
(2775) von Cell Signaling Technology. Der polyklonale Ziegen-AK gegen Mecl-1 (PA5-19146)
wurde von der Firma Thermo Scientific erworben. Polyklonale, sekundäre Kaninchen anti-Maus-
und Ziege anti-Kaninchen-AK von Calbiochem sowie Esel anti-Ziege-AK von Sigma waren mit
einer Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt.
Zur durchflusszytometrischen Detektion von Zellen wurden die monoklonalen Maus-AK gegen
humanes CD8 (HIT8a), CD40 (5C3), CD83 (HB15e), CD86 (2331) und HLA-DR (G46-6), die mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) sowie gegen CD11c (B-ly6), CD80 (L307.4), CXCR4 (12G5),
HLA-ABC (DX17) und IFNγ (4S.B3), die mit Phycoerythrin (PE) markiert waren, von BD Phar-
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mingen eingesetzt. Der PE-gekoppelte, monoklonale AK gegen humanes CCR7-AK (DX17, BD)
wurde in Ratten generiert.
Zur magnetischen Zellseparation (MACS) dienten micro-beads (mit magnetischen Kügelchen ge-
koppelte AK) gegen CD8 und CD14, zur Immunopräzipitation (IPräz) gegen c-Myc von Miltenyi
Biotec.
2.1.4 Zytokine
Humaner Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-12 und Tumornekrosefaktor (TNF)-α (Miltenyi Biotec) sowie Phytohämaglutinin (PHA)
(SigmaAldrich) wurden zur Generierung monoklonaler CD8+ T-Effektorzellen verwendet. Huma-
nes IFNγ stammte von der Firma BD und Lipopolysaccharid (LPS) von Sigma.
2.1.5 Inhibitoren
Die Proteasominhibitoren MG-132 und Epoxomycin wurden von Calbiochem sowie PR893 von
der Firma Onyx Pharmaceuticals Inc. erworben. YU-102 war ein freundliches Geschenk von Dr.
Kyung-Bo Kim (Department of Pharmaceutical Sciences, University of Kentucky, Lexington, KY).
Der DUB-Inhibitor N-Ethylmalemid (NEM) stammte von SigmaAldrich.
2.1.6 Enzyme
Die Restriktionsenzyme KpnI, Xho1, Hind-III und DpnI wurden bei Thermo Scientific, AcTEV
(tobacco etch virus)-Protease bei Invitrogen und T4-DNA-Ligase bei New England Biolabs (NEB)
erworben.
2.1.7 siRNA
ON-TARGET-plus SMARTpool Kontroll-siRNA (small interfering RNA) sowie siRNA gegen
LMP2, LMP7, Rpn10 bzw. Rpn13 stammten von der Firma Dharmacon.
2.1.8 Plasmide, Primer und Oligonukleotide
Der Vektor pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (Invitrogen, kurz pcDNA3.1 Myc/HIS) wurde zur Klo-
nierung der NY-ESO-1 Konstrukte verwendet. Die Generierung des pcDNA3.1 MART-1 (melan-
oma antigen recognized by T cells 1)-Myc/HIS (kurz MART-1), des pcDNA3.1 HLA-A2 sowie
des pEGFP-N3 (BD Clontech) HA-UbWt-GFP Konstruktes wurde an anderer Stelle beschrieben
(108, 121). Andrea Lehmann (Institut für Biochemie, Charité) generierte die HA-UbKxR/Kx−only-
GFP Konstrukte, in denen alle, 6/7 oder 1/7 Lysine durch Arginin substituiert wurden (Ebstein et
al., unpublizierte Daten).
Die aufgelisteten Primer bzw. Oligonukleotide wurden eigenständig entworfen und anschließend
durch die Firma Biotez synthetisiert. Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind als solche gekenn-
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zeichnet und die Sequenzen in 5’ zu 3’ Richtung angegeben:
• Kpn1-NY-ESO-1 forward (FW): aaaggtaccatgcaggccgaaggccgggg
• NY-ESO-1-Xho reward (RW): tttctcgagttgcgcctctgccctgagggag
• pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS K192R FW: ggcccgcggttcgaacaaagactcatctcaga
• pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS K192R RW: tctgagatgagtctttgttcgaaccgcgggcc
• pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS K124R FW: tgccaggggtgcttctgagggagttcactg
• pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS K124R RW: cagtgaactccctcagaagcacccctggca
• pcDNA3.1 V5/Tev-NY-ESO-1-Myc/HIS M20V FW: ggccgcggtaccgtgcaggccgaag
• pcDNA3.1 V5/Tev-NY-ESO-1-Myc/HIS M20V RW: cttcggcctgcacggtaccgcggcc
• HindIII-Short V5/TEV-KpnI in pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS sense: P-agcttatgattccgaa
cccgctgctgggcctggatgagaacctgtacttccaaggaggtac
• HindIII-Short V5/TEV-KpnI in pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS antisense: P-ctccttggaagt
acaggttctcatccaggcccagcagcgggttcggaatcata
• Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH) FW: cagacaccatggggaaggtg
• GAPDH RW: cagcagtgagggtctctctc
2.1.9 Laborzubehör und Geräte
Bezeichnung Hersteller Bezeichnung Hersteller
100Bp DNA-Marker NEB 1 kBp DNA-Marker ThermoScientific
8-Kanalpipette 200 µl Peqlab 10 und 15-Well Kamm TGC
Avanti J-E Centrifuge Beckmann Coulter Analysewaagen Sartorius
Blotkammer Peqlab Blotpapier VWR





Elektrophoresekammer Biorad ELISA-Platten Greiner
Erlenmeyerkolben Schott, Duran FACS Calibur BD
Gammacell40E (GC40E) MDS Nordion Gastight 1700 50 µl SigmaAldrich
Glasflaschen Schott, Duran Glaspipetten VWR
Glasplatten 100x75 mm TGC HERA Cell 240 Thermo Electron
Inkubatorschüttler Certomat
IS 2
B.Braun Biotech Int. Konische Röhre FALCON
MACS Multi Stand Miltenyi Biotec
Magnetrührgeräte:
MR 2002, MR 3001K
Heidolph
Messbecher VITLAB Messzylinder VITLAB
Nanodrop, NanoVuePlus GE Octo MACS Separator Miltenyi Biotec
pH-Meter 8F93 inoLab Pipetten Abimed







Reagiergefäße Sarstedt Röntgenfilme Carestream
Rührfische VITLAB Rotanta 460R SigmaAldrich
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Bezeichnung Hersteller Bezeichnung Hersteller
Schalen (20x20x6,5cm) Gerda Sicherheitswerkbank Holten
Stickstoffbehälter KGW Isotherm Spacer (10x8x0,1cm) TGC
Spectrophotometer Amersham Bioscience Spectrophotometer Synergy
Stromversorgungsgerät EPS
1001
Amersham Bioscience Structurmix Dryer GE
Thermocycler T1 Biometra Thermomix Comfort Eppendorf
Trichter Schott Duran Vortex-2 Genie
Scientific Indu-
stries
Tabelle 4: Laborzubehör und Geräte
2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Zellkulturmaterialien, -medien und -additive
Folgende Materialien wurden in der Zellkultur verwendet: Abdeckplatte für 96-Well Platte (9mm),
Kryogefäß 2ml, Zellkulturflaschen (50, 250 und 550ml, kurz Flaschen), Zellkulturplatten (6-, 24-
und 96-Well F/U-Boden, kurz Platten), Zellkulturschalen (6, 10 und 15cm, kurz Schalen) und Pi-
pettenspitzen (1ml, 200µl, 2µl) von Greiner Bio-one, Serologische Pipetten (25, 10 und 5ml),
Sterile Filter (Filtropur BT50 Bottle Top Filter, d=0,45µm, 500ml) und Tissue Culture Covers-
lips 13mm von Sarsted sowie Countess Zellzählkammer (Invitrogen), Neubauer Zellzählkammer
(Optik Labor), Pasteurpipetten (Schott, Duran) und Pipetten (1ml-200µl, 200µl-20µl, 20µl-2µl,
2µl-0,5µl, Abimed).
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM), Iscove Basal (IBM) und RPMI 1640 (RPMI) Medium
(Biochrom) wurden 9% FCS (Biochrom), 1% Penicillin/Streptomycin (P/S, PAA) und 1% L-
Glutamin (L-Q, PAA) zugesetzt. CTL (Cytoxische T-Lymphozyten)-Medium enthielt 9% Huma-
nes AB-Serum „Off the clot“ (Biochrom) anstatt FCS und wurde steril filtriert (d=0,45µm). 33/2-
Medium ist IBM mit Puromycin (c=2µgml ) und Hygromycin (c=300
µg
ml ). Weitere Substanzen umfas-
sen Opti-Minimal essential medium (OptiMEM, Gibco), Biocoll und Trypanblau (Biochrom).
2.2.1.2 Zelllinien
HeLa-Zellen sind adhärente Cervixkarzinomzellen, PSG33- mit HLA-A2 und 33/2-Zellen mit
HLA-A2, LMP2, Mecl-1 sowie LMP7 stabil transfizierte HeLa-Zellen (108, 122). Beide wurden
auf 10cm Schalen oder 6-Well Platten in IBM, IBM mit Puromycin (2µgml ) bzw. 33/2-Medium kulti-
viert. HT1080-Zellen (humane Fibrosarkomzellen), wurden auf 10cm Schalen in DMEM, WEHI-
164 Klon 3 (WEHI)-Zellen (murine Fibrosarkomzellen) (123) und BLCLs (B-lymphoblastoid cell
line) (124) in 250ml Flaschen mit RPMI kultiviert.
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2.2.1.3 Arbeit mit Zellen
Die Arbeit mit Zellen fand unter der Sicherheitswerkbank (MaxiSafe2010, Holten) unter steri-
len Bedingungen statt. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37◦C und 5% CO2 kultiviert. Adhä-
rente Zellen wurden nach Entfernung des Kulturmediums einmalig mit PBS gewaschen, mittels
PBS/EDTA (5mM) von der Schale/Platte gelöst und in 10ml Kulturmedium aufgenommen. Dar-
auf wurden sie, genauso wie Suspensionszellen, zentrifugiert (258g, 4◦C, 5min). Zur Weiterkul-
tivierung wurden die Zellpellets in Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahlkonzentrationen
durch eine Färbung toter Zellen mittels Trypanblau in einer Neubauerkammer manuell unter dem
Lichtmikroskop oder durch einen Zählautomaten bestimmt. Anschließend erfolgte die Aussaat in
gewünschter Konzentration auf/in neue, sterile Platten/Flaschen. Zur Ernte von Zellen wurden die
Zellpellets nicht resuspendiert, sondern mit PBS gewaschen, nochmals zentrifugiert (4◦C, 8000g,
2min), in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert. Zur Kryokonservierung wur-
den die Zellpellets á 2·106 (T-Zellen), 5·106 (HeLa-, 33/2-, HT1080-, WEHI- und BLCL-Zellen)
oder 1·107 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) in 1ml DMSO (10%)/FCS (90%) resus-
pendiert und in Kryogefäßen in einem Isopropanol umspülten Kryocontainer um 1◦C/min abge-
kühlt, um nach 24 Stunde (h) in flüssigen Stickstoff überführt zu werden. Zum Auftauen wurden
sie rasch bei 37◦C erwärmt, in Kulturmedium überführt, zentrifugiert (258g, 4◦C, 5min) und in
Kultur genommen.
2.2.1.4 Transfektion von Plasmid-DNA und si-RNA
24 bzw. 4µg Plasmid-DNA wurde in 2·106 bzw. 3·105 HeLa- oder 33/2-Zellen nach 24-stündiger
Kultur mittels Lipofectamin 2000 (Invitrogen) und OptiMEM nach Herstellerangaben transfiziert.
Sequentielle Transfektionen erforderten eine analoge Behandlung 24h später. Je 2·105 HeLa-Zellen
wurden in einem Well einer 6-Well Platte für 24h kultiviert und anschließend mit siRNA gegen
Rpn10, Rpn13 oder Rpn10 und Rpn13 bzw. Kontroll-siRNA mittels X-TremeGene siRNA Transfec-
tion Reagent und OptiMEM nach Angaben des Herstellers behandelt. Experimente mit 33/2-Zellen
und siRNA gegen LMP2 und LMP7 wurden in analoger Weise durchgeführt. Transfektionen mit
HLA-A2 und NY-ESO-1/NY-ESO-1K0 folgten 72h bzw. 48h später.
2.2.2 Immunbiologische Methoden
2.2.2.1 Durchflusszytometrie und FACS
Zur Durchflusszytometrischen Messung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und an-
schließend mit den jeweiligen AK, gelöst in PBS/1% BSA, inkubiert (30min, 4◦C). Nach drei
weiteren Waschschritten folgte die Analyse der Zellen im Durchflusszytometer (Lösungsmittel:
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PBS/1% BSA). Zu diesem Zweck wurde die Probe über einen Mikrokanal angesaugt, sodass je-
de Zelle einzeln durch zwei monochromatische Argon-Laser der Wellenlängen 488 nm und 635
nm analysiert wurde. Jedes Ereignis wird durch die Registrierung von Photonen in den wellen-
längenspezifischen Kanälen forward scatter (FSC, 488 nm), side scatter (SSC, 488 nm) sowie
FL-1 (530 nm, z. B. FITC), FL-2 (585 nm, z. B. PE), FL-3 (661 nm, z. B. Peridinin Chlorophyll
Protein Komplex (PerCP)) und FL-4 (670 nm, z. B. Allophycocyanin (APC)) definiert. Größe
bzw. Granularität der Zellen bestimmen die Beugung (FSC) bzw. Streuung (SSC) des emittierten
Lichts. In allen anderen Kanälen ist die Intensität proportional zur Konzentration an gebundenem
AK, dessen gekoppelte Farbstoffe Absorptionsmaxima von 488 nm (FITC, PE, PerCP) bzw. 635
nm (APC) aufweisen, sich aber in ihren Emmisionsmaxima unterscheiden. Diesen Teil bezeichnet
man als FACS (fluorescence activated cell scanning). Mit Hilfe des Computerprogramms FlowJo
(Version 10.3) wurden die erhobenen Daten analysiert und die Grafiken erstellt.
2.2.2.2 Peptidbeladung
Die extrazelluläre Beladung HLA-A2+ HeLa-, 33/2-Zellen oder DCs (c=1·106 Zellenml ) mit c=50µgml
Peptid erfolgte über 2h bei 4◦C.
2.2.2.3 Generierung monoklonaler CD8+ T-Effektorzellen
Präparation Mononuklärer Zellen PBMCs wurden aus den buffy-coats (Deutsches Rotes Kreuz)
gesunder Vollblutspender von Erythrozyten und Serum durch Ficoll vermittelte Dichtegradienten-
zentrifugation (258g, Raumtemperatur, 30min, ohne Bremse) separiert. Die gewonnenen Zellen
wurden drei mal in RPMI (ohne Zusätze) gewaschen und die Expression von HLA-A2 an der
Zelloberfläche mittels FACS überprüft.
MACS Zellseparation CD14+ und CD8+ Zellen wurden in zwei Schritten durch MACS von-
einander getrennt. Zur Isolation CD14+ Zellen wurden PBMCs mit CD14 microbeads in MACS-
Puffer inkubiert (15min, 4◦C), auf eine mit einem Magneten verbundene LS-Säule (Miltenyi Bio-
tec) gebunden und durch zweimaliges Waschen mit MACS Puffer von CD14− Zellen separiert. In
einem zweiten Schritt wurden CD8+ Zellen in analoger Weise aus CD14− Zellen isoliert.
Entwicklung reifer, dendritischer Zellen CD14+ Zellen (Monozyten) differenzierten sich in
RPMI unter Einfluss von IL-4 (c=100 Uml ) und GM-CSF (c=500
U
ml ) innerhalb von 5 Tagen zu un-
reifen DCs (31, 124). Diese wurden auf eine mit Polyhydroxyethylmethacrylat beschichtete 24-
Well Platte umgesetzt und durch Stimulation mit LPS (c=500 Uml ) binnen 24h zur Reifung angeregt
(31, 124). Zur Verifizierung der erfolgreichen Reifung erfolgte die Bestimmung charakteristischer
Oberflächenmarker mittels FACS.
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In vitro Priming CD8+ T-Zellen Das Priming naiver CD8+ T-Zellen zu Effektorzellen wurde
durch eine 1-wöchige Co-Kultur von NY-ESO-1157−165 beladenen, reifen DCs mit zuvor isolierten
CD8+ T-Zellen desselben Spenders im Verhältnis 1:1 in CTL-Medium mit IL-6 (c=200 Uml ) und IL-
12 (c=30 Uml ) bei 37
◦C erreicht (124).
T-Zell Restimulation Wöchentlich erfolgte eine Restimulation mit NY-ESO-1157−165 beladenen
DCs, IL-2 (c=10 Uml ) und IL-7 (c=200
U
ml ). 1/3 des Mediums wurde alle zwei Tage durch frisches
CTL-Medium mit IL-2 und IL-7 ersetzt. Proliferative Aktivität wurde unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert, bei Bedarf reaktive Wells im Verhältnis 1:1 geteilt und mit frischem CTL-Medium
(+IL-2 und IL-7) versetzt.
TNF-α-Zytotoxizitätstest Zur Identifikation Epitop spezifischer CD8+ T-Effektorzellen, wurden
die geprägten und restimulierten CD8+ T-Zellpopulationen mit HLA-A2+, NY-ESO-1157−165 be-
ladenen HeLa-Zellen für 6h co-kultiviert und zur Produktion von TNF-α angeregt. WEHI-Zellen,
auf die TNF-α zytotoxisch wirkt, wurden mit den Überständen der Co-Kultur sowie Actinomycin
D (c=2µgml ) und LiCl (c=10
mmol
l ) für 12h bei 37
◦C inkubiert. Die Differenzierung lebendiger von
toten Zellen gelang durch Färbung mit MTT (c=2,5mgml ), das zelluläre Reduktasen unter NAD(P)H-
Verbrauch in ein violettes Formazan umwandeln. Der Farbstoff wurde durch Lyse der Zellen mit
WEHI-Puffer freigesetzt und die Extinktion von Licht der Wellenlänge 570 nm gemessen.
Intrazelluläre Zytokinfärbung (ICC) Im TNF-α-Zytotoxizitätstest reaktive T-Zellpopulationen
wurden erneut mit NY-ESO-1157−165 beladenen PSG33-Zellen in IBM mit Brefeldin A (c=1µgml )
für 6h co-kultiviert. Brefeldin A ist ein potenter Inhibitor der Exozytose, sodass synthetisiertes
IFNγ im ER aktivierter T-Zellen verbleibt und an dieser Stelle nachgewiesen werden kann. Nach
der Co-Kultur wurden die Zellen in Fixierungspuffer stabilisiert, durch Inkubation mit saponinhal-
tigem Puffer permeabilisiert und mit AK gegen CD8 und IFNγ gefärbt. Im letzten Schritt wurde
der prozentuale Anteil doppeltpositiver Zellen mittels FACS ermittelt.
T-Zell Klonierung Polyklonale T-Effektorzellpopulationen mit ausreichender Spezifität (mind.
3%) wurden kloniert. Zu diesem Zweck wurden durchschnittlich 1 bzw. 0,3 T-Zellen in einem
Well einer 96-Well Platte auf 2·105 bestrahlte PBMCs eines beliebigen Spenders und 2·104 be-
strahlte BLCL (zusammen: Feederzellen) in CTL-Medium mit IL-2 (c=150 Uml ) und PHA (c=1
µg
ml )
für 14 Tage zur Proliferation angeregt (124). 1/3 des Mediums wurde nach drei und darauf alle
zwei Tage durch frisches CTL-Medium (+IL-2) ersetzt. Proliferativ aktive Wells wurden unter Zu-
gabe frischen CTL-Mediums (+IL-2) 1:1 geteilt. Zwei Wochen nach Beginn der Co-Kultur wurden
Aliquots auf Klonalität mittels TNF-α-Zytotoxizitätstest und ICC untersucht.
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Expansion monoklonaler T-Zellpopulationen Je 2·104 epitopspezifische, monoklonale CD8+
T-Effektorzellen wurden analog zur T-Zell Klonierung zur Expansion angeregt und behandelt.
Bei ausreichend proliferativer Aktiviät wurden die T-Zellen nach sieben Tagen in frischem CTL-
Medium (+IL-2) auf 6-Well Platten mit einer Konzentration von 5·105 Zellenml sowie 5 mlWell überführt.
14 Tage nach Beginn der Expansion und Übergang der Zellen in einen Ruhezustand wurden Ali-
quots á 2·106 Zellen eingefroren.
2.2.2.4 Antigenpräsentationsversuch
Die Präsentation des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165 Epitops wurde mit Hilfe einer 12-
stündigen Co-Kultur aus Ziel- und Effektorzellen nachgewiesen. Als Zielzellen dienten pro Well
einer 96-Well Platte 2·104 HLA-A2+ und NY-ESO-1/NY-ESO-1K0 transfizierte HeLa- bzw. 33/2-
Zellen, deren Konzentration in einer Verdünnungsreihe fünf mal halbiert wurde. Je 2·104 mono-
klonale, NY-ESO-1157−165 spezifische CD8+ T-Zellen fungierten als Effektorzellen, sodass daraus
Effektor:Ziel-Zell (E:T)-Verhältnisse von 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1 und 32:1 resultierten. Als Negativ-
bzw. Positivkontrolle dienten HLA-A2+ unbeladene oder peptidbeladene HeLa- bzw. 33/2-Zellen.
2.2.2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Die Konzentration an IFNγ im Überstand der Antigenpräsentationsversuche wurde durch einen
Sandwich-ELISA mit Hilfe des Human IFNγ-ELISA Kit (BD) nach Angaben des Herstellers be-
stimmt. Die einzelnen Schritte umfassten: 1. Bindung des Capture-AK ( 1250 in ELISA-Coating-
puffer), 2. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit ELISA-Blockpuffer, 3. Inkubation der
Überstände, 4. Bindung des Detektions-AK zusammen mit Streptavidin-gekoppelter HRP (je 1250 )
und 5. Zugabe der ELISA-Substratlösung (3,3’,5,5’ Tetramethylbenzidin (TMB) und H2O2). TMB
wird unter Verbrauch von H2O2 durch HRP zu einem blauen Farbstoff mit einem Absorptionsma-
ximum bei 652 nm oxidiert. Je nach Stärke des Farbsignals wurde die Reaktion nach 5-10min
mittels 1M H3PO4 abgestoppt, wodurch ein Farbwechsel zu gelb mit einem Absorptionsmaximum
bei 450 nm stattfand. Die Extinktion von Licht der Wellenlänge 450 nm wurde mit Hilfe eines
Spectrophotometers gemessen und die Konzentrationen anhand eines IFNγ Standards bestimmt.
2.2.2.6 Immunopräzipitation
Myc-markierte Proteine wurden mit Hilfe des µMACS c-Myc Isolation Kit (Miltenyi Biotec) iso-
liert. Zu diesem Zweck wurden 2·106 HeLa-Zellen sequentiell mit HA-Ub-GFP oder einer der HA-
Ub-GFP-Mutanten und anschließend mit pcDNA3.1 Leervektor, NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 bzw.
MART-1 transfiziert (siehe 2.2.1.4). Zur Anreicherung polyubiquitinierter Substrate erfolgte 16h
später für 6h eine Behandlung mit 10µM MG132. Zellpellets wurden mit 1ml kiteigenem Lysepuf-
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fer sowie NEM (c=50mM) und MG132 (c=10µM) für 30min bei 4◦C inkubiert und zentrifugiert
(13.000g, 10min, 4◦C). Die Überstände wurden in 1ml auf einheitliche Proteinkonzentrationen
eingestellt und je 50µl für die Herstellung von Zelllysaten abgezweigt. 5mg Gesamtprotein inku-
bierten mit 50µl c-Myc-microbeads für 1h bei 4◦C. Die Präzipitate wurden auf eine 10µ-Säule
(Miltenyi Biotec), die an einem Dauermagneten hing, gebunden und vier mal mit Waschpuffer I
(unter anderem 50mM NaCl) und 2x mit 20 mM Tris/HCl (pH 7,5) behandelt. In einigen Expe-
rimenten wurde die NaCl-Konzentration bis auf 3M erhöht. Abschließend erfolgte die Denaturie-
rung und Elution der Proteine von der Säule mittels 95◦C-heißem, DTT-haltigem Puffer.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese
RNA wurde unter Verwendung des RNA Isolation Kit High Pure (Roche) nach Herstellerangaben
isoliert. Dazu wurden Zellpellets in PBS resuspendiert, mit kiteigenem Puffer lysiert, RNA über
eine Nukleinsäure bindende Säule (High Pure Filter Tubes) isoliert, die Konzentration photome-
trisch ermittelt und die RNA bei -80◦C gelagert. Die Isolation von DNA wurde durch Einsatz einer
DNAse verhindert. Die gereinigte RNA wurde mit Hilfe des Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche) durch eine reverse Transkriptase in 30min in cDNA umgeschrieben.
2.2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion und Mutagenese
NY-ESO-1 DNA wurde aus 1µl cDNA und den in 2.1.8 angegebenen Primern mit Hilfe des PWO-
SuperYield DNA Polymerase, dNTPack (Roche) amplifiziert. In einem PCR (Polymerase-Ketten-
Reaktion)-Block wurden, nach 5-minütiger Inkubation bei 95◦C, 30 Zyklen der folgenden Sequenz
wiederholt: 1. Denaturierung (95◦C, 1min) 2. Primerhybridisierung (48◦C, 1min) und 3. Elonga-
tion (72◦C, 1min). Abschließend folgte ein 10-minütiger Elongationsschritt bei 72◦C. Zur Modi-
fikation der Aminosäuresequenz (Mutagenese) von NY-ESO-1 wurden spezifische Primer konzi-
piert, um auf DNA-Ebene die Nukleotidsequenz in gewünschter Weise zu verändern. Die PCR
mit Plasmid-DNA wurde in analoger Weise mit 17 Zyklen bei Einsatz von 10ng DNA, je nach
Primer adäquater Hybridisierungstemperatur und 8min Elongationszeit durchgeführt. Ausgangs-
DNA, die schon einmal in Escherichia coli (E.Coli) exprimiert wurde, konnte durch einen Verdau
mit Dpn1 eliminiert werden. Die PCR-Produkte wurden mit dem Illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (kurz Illustra Kit, GE) gereinigt und in 50µl Elutionspuffer gelöst.
2.2.3.3 Klonierung von Plasmid-DNA
2µg Plasmid bzw. 35µl der amplifizierten und gereinigten DNA-Fragmente wurden durch pas-
sende Restriktionsenzyme für 1h bei 37◦C verdaut. Die DNA-Fragmente wurden anschließend
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mittels Elektrophorese (20min, 180mV, Laufpuffer TBE) in 0,4-2%-igen Agarosegelen mit 0,05‰
EtBr der Größe nach getrennt und durch ultraviolettes Licht der Wellenlänge 210 nm visualisiert.
Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des Illustra Kit (GE)
nach Entwicklerangaben isoliert. Oligonukleotide (c=37,5µgml ) wurden in 0,1M NaCl für 10min bei
65◦C hybridisiert und anschließend über 3h langsam auf 27◦C abgekühlt. Verdaute und gereinigte
PCR-Fragmente bzw. hybridisierte Oligonukleotide wurden mit korrespondierender, verdauter und
gereinigter Vektor-DNA durch T4 DNA-Ligase innerhalb 1h bei Raumtemperatur verknüpft.
2.2.3.4 Herstellung von LB-Agarplatten
LB-Medium wurde wie in 2.1.1 angegeben mit 15g/l Agar hergestellt und autoklaviert. Nach Ab-
kühlung auf 55◦C und Zugabe des jeweiligen Resistenzantibiotikums (Ampicillin c=50mgml , Kana-
mycin c=25mgml ) wurden je 20ml in eine sterile 10cm Kulturschale pipettiert. Nach Polymerisation
wurden die Platten bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend bei 4◦C gelagert.
2.2.3.5 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.Coli
Kompetente DH5α E.Coli-Zellen wurden durch eine modifizierte Methode nach (125) angezüch-
tet. 5 µl des Ligationansatzes bzw. gereinigten PCR-Produktes der Mutagenese wurden mit 50µl
kompetenten E.Coli für 30min bei 4◦C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock für 2min bei 42◦C,
bevor die Zellen für 1h bei 37◦C in LB-Medium bei 180 RPM geschüttelt wurden. Nach Abnahme
überschüssigen Mediums wurden 50µl transformierte E.Coli-Zellen mit einem sterilen Trigals-
kispatel auf einer resistenzantibiotikahaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen. Nach 24h bei 37◦C
konnten einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in 5ml LB-Medium
mit dem jeweiligen Resistenzantibiotikum für 24h bei 37◦C und 180 RPM geschüttelt werden.
1ml der Über-Nacht Kultur wurde mit 400µl sterilem, 80%-igem Glycerol in einem 2ml Glyce-
rolstockgefäß bei -80◦C gelagert.
2.2.3.6 Plasmid-DNA Isolation aus E.Coli
Mini-Präp 2ml einer Über-Nacht Kultur aus 2.2.3.5 wurden mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep
Kit (QIagen) über eine DNA-bindende Säule gereinigt und in 50µl Elutionspuffer gelöst.
Maxipräp 250ml antibiotikahaltiges LB-Medium wurde mit reichlich Material eines Glycerol-
stocks über 24h bei 37◦C und 180 RPM geschüttelt und anschließend mit Hilfe des QIAGEN
Plasmid Maxi Kit (QIagen) über eine DNA-bindende Säule gereinigt und in 200µl Elutionspuf-
fer gelöst. Die Konzentration wurde photometrisch ermittelt und mit kiteigenem Elutionspuffer
auf 1µgµl eingestellt. Die Sequenzierung erfolgte mittels Ketten-Abbruch-Synthese durch die Firma
LGC Genomics (Berlin) mit Hilfe vektorspezifischer Primer.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Herstellung von Proteinlysaten
Außer für die IPräz wurden Zellpellets in NP40-haltigen Lysepuffer mit 10µM MG132 und 50mM
NEM resuspendiert und die Zellmembranen durch fünfmaliges Einfrieren (-196◦C) und Auftau-
en (37◦C) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (13.000g, 20min, 4◦C) erfolgte die Abnahme der
proteinhaltigen Überstände zur weiteren Analyse. Die Proteinkonzentrationen der Überstände wur-
den mit Hilfe des Bicinchoninsäure (BCA) Protein Assay Kit Pierce TM (Thermo Scientific) an-
hand eines BSA-Standards mittels Lambert-Beer’schen Gesetzes bestimmt.
2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyacrylamidtrenngel (Volumina für 2 Gele á 80x75x1mm): 1. H2O 4,85ml (7,5%)/4ml (10%)/
3,5ml (12%)/2,35ml (15%), 2. Acrylamid (30%-ige Stammlösung): 2,5ml (7,5%)/3,3ml (10%)/4ml
(12%)/ 5ml (15%), 3. Tris (1,5M) 2,5ml, 4. SDS (10%) 100µl, 5. APS (10%) 50µl; 6. TEMED
5µl
Polyacrylamidsammelgel (4%, Volumina für 2 Gele á 20x75x1mm): 1. H2O 3,05ml, 2. Acrylamid
(30%-ige Stammlösung) 650µl, 3. Tris 0,5M 1,25ml, 4. SDS (10%) 50µl, 5. APS (10%) 25µl, 6.
TEMED 5µl
Proteinlysate wurden mit Lyse- und DTT-haltigem SDS-Probenpuffer auf einheitliche Konzentra-
tionen von 2mgml eingestellt und durch fünfminütiges Erhitzen auf 95
◦C denaturiert. Identische Vo-
lumina wurden in je eine Tasche des Sammelgels pipettiert und die Proteine bei 180V für 1-1,5h in
7,5%-, 10%-, 12,5%- oder 15%-igen Gelen aufgetrennt (Laufpuffer: SDS-Gelelektrophoresepuffer).
2.2.4.3 Western Blot und Proteindetektion
Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennte Proteine wurden in einer
semi-dry Blotkammer über 1h mit 8mA in methanolhaltigem Blotpuffer auf eine Methanol-aktivier-
te PVDF Membran übertragen. Zur Kontrolle, dass identische Proteinmengen aufgetragen wurden,
erfolgte eine 10-minütige Färbung der PVDF Membranen mit Amidoschwarz. Unspezifische Bin-
dungsstellen auf der PVDF Membran wurden durch Inkubation in 5% Magermilchlösung für 1h
bei Raumtemperatur auf einem Schüttler blockiert. Anschließend erfolgte die Bindung des Primär-
AK in 5% Magermilchlösung für 12h bei 4◦C. Unspezifisch gebundene AK wurden durch 3x
20-minütiges Waschen mit TST-Puffer entfernt. Anschließend wurden die Membranen für 3h mit
einem sekundären, HRP-gekoppelten Anti-Fc (Maus/Kaninchen/Ziege) AK inkubiert und erneut
3x20min mit TST-Puffer gewaschen. Abschließend wurden sie für 30 Sekunden in 10ml H2O2-
haltiger Chemolumineszenzlösung (POD) eingelegt und die Signale in einer Filmkassette unter
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Lichtausschluss auf einen Röntgenfilm übertragen. Die Filme wurden mit Entwickler- und Fixier-
lösung des RP-X-OMAT LO Kit (Carestream) entwickelt.
2.2.4.4 Spaltung von Carboxyestern
Zum Nachweis von Ub-Molekülen, die über Carboxyester gebunden waren, wurden mittels IPräz
isolierte Proteine mit 50mM NaOH für 30min bei 32◦C behandelt. Über Carboxyester an Proteine
gebundenes Ub löst sich bei einem pH-Wert von 12 (102). Thioester- sowie Säureamidbindungen
werden hierdurch nicht hydrolysiert.
2.2.4.5 Tobacco-Etch-Virus-Protease Verdau
Myc-markierte Proteine wurden wie in 2.2.2.6 beschrieben isoliert. Vor ihrer Elution erfolgte zu-
sätzlich ein Verdau mit AcTEV-Protease. Dazu wurde jede Säule mit 35µl (20U) TEV-Protease
für 2,5h bei 22◦C behandelt und die Proben nach zwei Waschschritten in bekannter Weise eluiert.
2.2.5 Physikalische Methoden - Bestrahlung von Zellen
BLCLs wurden mit einer Dosis von 50Gy und PBMCs mit einer Dosis von 30Gy durch eine 137Cs-
Quelle (GC 40E, MDS Nordion) bestrahlt.
2.2.6 Statistische Methoden
Um zu prüfen, ob sich zwei Zellpopulationen in der Ausprägung eines Merkmals signifikant unter-
scheiden, wurde mit Hilfe des Computerprogrammes Graph Pad Prism bei normalverteilten Merk-
malen ein ungepaarter t-Test durchgeführt. Zum Vergleich mehrerer Zellpopulationen mit einer
Kontrollgruppe kam ein one-way ANOVA zum Einsatz.
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3 Ergebnisse
Die in diesem Kapitel präsentierten Daten basieren auf den Ergebnissen, die Golnik et al. im J
Biol Chem. 2016 Apr 15;291(16):8805-15 (126) publiziert haben. Die Abbildungen sind für die
Verfassung dieser Doktorarbeit modifiziert oder erweitert worden. Die Erlaubnis zur Verwendung
der Ergebnisse und Abbildungen ist durch JBC gegeben. Die Darlegung der Ergebnisse folgt im
wesentlichen der Struktur der Veröffentlichung. Auf redundante Zitation der genannten Publikation
wird im Folgenden verzichtet.
3.1 Generierung von NY-ESO-1 kodierender Vektor-DNA
3.1.1 Klonierung von CTAG1B-DNA in pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (+)
HeLa-Zellen exprimieren natürlicherweise NY-ESO-1 nicht und sollten zur Analyse der Ubiquiti-
nierung und MHC Klasse I Antigenpräsentation von NY-ESO-1 jeweils transient mit NY-ESO-1
Plasmid-DNA transfiziert werden. Zur Herstellung von CTAG1B (cancer/testis antigen 1B)-DNA,
die für das NY-ESO-1 Protein kodiert, wurde Gesamt-mRNA aus HT1080-Zellen isoliert und mit-
tels reverse Transkriptase (RT)-PCR in cDNA umgeschrieben. Durch eine anschließende PCR mit
der DNA-Polymerase des Bakteriums Pyrococcus woesei (PWO) und den in Kapitel 2.1.8 an-
gegebenen Primern (KpnI-NY-ESO-1 FW und NY-ESO-1-XhoI RW) wurde die CTAG1B-DNA
amplifiziert (Abbildung 5A). Der KpnI-NY-ESO-1 FW Primer beinhaltete am 5’-Ende die Schnitt-
stelle 5’ G↓GTACC 3’ für das Restriktionsenzym KpnI sowie der NY-ESO-1-XhoI RW Primer
die Schnittstelle 5’ C↑TCGAG 3’ für das Restriktionsenzym XhoI. Beide Primer enthielten zu-
dem einen 5’ Überhang (AAA für KpnI-NY-ESO-1 FW bzw. TTT für NY-ESO-1-XhoI RW),
damit die Restriktionsenzyme an die amplifizierten DNA-Fragmente binden konnten. Die ver-
bleibende Sequenz entsprach der korrespondierenden Basensequenz der CTAG1B-cDNA. Nach
Restriktionsverdau mit KpnI und XhoI sowie Isolation der Amplifikate wurde die CTAG1B-DNA
im Bereich des Polylinkers mit dem ebenfalls KpnI- und XhoI-verdauten und gereinigten pcD-
NA 3.1 Myc/HIS Version B (kurz pcDNA3.1) Vektor ligiert (Abbildung 5B). Die auf diese Weise
gebildete Vektor-DNA wurde in kompetente E.Coli-Zellen transformiert. Plasmidhaltige Zellen
wurden durch einen Ausstrich auf einer LB-Platte, die das Resistenzantibiotikum Ampicillin ent-
hielt, selektioniert und kloniert. Nach eintägiger Kultur wurden 20 Klone isoliert, die in einer
Über-Nacht-Kultur angereichert und deren Plasmid-DNA durch einen Minipräp extrahiert wurden.
Mittels eines Kontrollverdaus mit den Restriktionsenzymen KpnI und XhoI sowie anschließender
Agarose-Gelelektrophorese der Fragmente erfolgte die Kontrolle, welche Klone das CTAG1B-Gen
enthielten. 17 von 20 zeigten ein Fragment, das seinem Laufverhalten nach zu urteilen, der Größe
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Abbildung 5: Klonierung des CTAG1B-Gens in pcDNA3.1 Myc/HIS Version B (+). A cDNA wur-
de aus mRNA von HT1080-Zellen umgeschrieben. Je 1µl der angegebenen Verdünnungen wurde
anschließend mit KpnI-NY-ESO-1 FW und NY-ESO-1-XhoI RW Primern unter unterschiedli-
chen Bedingungen mittels PCR amplifiziert und die Amplifikate in einem 1%-igen Agarosegel
durch eine Elektrophorese aufgetrennt. B Schematische Darstellung des pcDNA3.1 Myc/HIS Vek-
tors Version B. Die zur Klonierung vorgesehenen Schnittstellen (KpnI und XhoI) sind zur besseren
Orientierung rot markiert. C CTAG1B-DNA wurde nach dem Schema aus B in einen pcDNA3.1
Myc/HIS Vektor Version B (+) kloniert, in DH5α-Zellen transformiert und 20 Klone isoliert. Nach
Anreicherung in einer Über-Nacht-Kultur und anschließender Extraktion der Plasmid-DNA mittels
eines Minipräps wurden 2µl Plasmid-DNA mit je 0,5µl KpnI und 0,5µl Xho1 über eine Stunde
bei 37◦C verdaut und die Fragmente in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Als Marker wurden
jeweils links ein 1kBp und rechts ein 100Bp Ladder verwendet.
des amplifizierten KpnI-CTAG1B-Xho1 Fragments von errechneten 552 Bp entsprach (Abbildung
5C). Drei von diesen 17 Klonen wurden sequenziert, der pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS Klon10
als richtig identifiziert und zur weiteren Verwendung ausgewählt.
3.1.2 K→R Mutagenese von pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc/HIS
Der Myc-tag des pcDNA3.1 Vektor enthält die Lysin-haltige Sequenz EQKLISEEDL. Um ei-
ne Lysin-abhängige Polyubiquitinierung des NY-ESO-1-Myc/HIS Fusionsproteins im Myc-tag
zu verhindern, erfolgte eine K→R Mutagenese mit Hilfe der in 2.1.8 angegebenen pcDNA 3.1
NY-ESO-1-Myc/HIS K192R FW und RW Primern. Auf diese Weise wurde an Stelle des Lysins
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ein Arginin exprimiert, das aufgrund seiner Nukleophilie nicht mit Ub modifiziert werden kann
(Abbildung 6). Die K→R Modifikation wird durch die alternative Bezeichnung Myc* deutlich
gemacht. Wie in 3.1.1 wurde die amplifizierte Plasmid-DNA in DH5α-Zellen transfomiert, klo-
niert, gereinigt und ebenfalls drei Klone sequenziert. Der pcDNA 3.1 NY-ESO-1-MycK192R/HIS
Klon 1 bzw. pcDNA 3.1 NY-ESO-1-Myc*/HIS Klon 1 (kurz NY-ESO-1) enthielt die richtige Se-
quenz und wurde für die weiteren Experimente verwendet. Zur Untersuchung lysin-abhängiger
Ubiquitinerung und MHC Klasse I Antigenpräsentation von NY-ESO-1 wurde in analoger Wei-
se pcDNA3.1 NY-ESO-1-Myc*/HIS Plasmid-DNA mit Hilfe der NY-ESO-1 K124R FW und RW
Primer in einer Mutagenese der Gestalt verändert, dass die Expression des einzigen Lysins an Stelle
124 des NY-ESO-1-Proteins durch die eines Arginins substituiert wurde (Abbildung 6). Der iso-
lierte pcDNA3.1 NY-ESO-1K124R-Myc*/HIS Klon1 (kurz NY-ESO-1K0) wurde ebenfalls mittels
Sequenzierung als richtig bestätigt und für die weiteren Experimente verwendet.
3.1.3 N-Terminale Verlängerung der NY-ESO-1-Konstrukte mit V5/TEV
Da der N-Terminus als alternative Ub-Akzeptorstelle beschrieben wurde (103), war ein Ziel dieser
Arbeit zu untersuchen, ob auch NY-ESO-1 N-terminal ubiquitiniert wird. Zu diesem Zweck sollten
isolierte NY-ESO-1 Proteine in vitro von potentiell N-terminalen Ub-Ketten getrennt werden. Hier-
für wurden Oligonukleotide konfiguriert, welche die Sequenz eines verkürzten V5*-Tags (IPN-
PLLGLD) fusioniert mit einer TEV-Proteaseschnittstelle (ENLYFQ↓G) enthielten. Die natürliche
Schnittstelle der TEV-Protease wurde als ENLYFQ↓S beschrieben (127). Diese Sequenz wurde zur
Vermeidung einer zusätzlichen Polyubiquitinierungsstelle modifiziert, indem Serin an Position P1’
durch Glycin substituiert wurde, da die TEV-Protease gegen ENLYFQ↓G ebenfalls eine gute pro-
teolytische Aktivität aufweist (127). Die AS-Sequenz des entstandenen N-terminalen Fragments
war demzufolge MIPNPLLGLDENLYFQGGT. Das C-terminale Threonin, als zusätzliche Ub-
Akzeptorstestelle des V5/TEV-Fragments, lag in der KpnI-Schnittstelle und ließ sich aus diesem
Grund nicht vermeiden. Die Primer wurden so konfiguiert, dass die sense Oligonukleotide am 5’-
Ende einen AGCTT und am 3’-Ende einen GGTAC Überhang gegenüber den antisense Oligonu-
kleotiden aufwiesen. Die entstandene T-Form der hybridisierten Oligonukleotide korrespondierte
zur Struktur der HindIII- und KpnI-verdauten NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 Plasmid-DNA. Nach
Ligation wurde die Plasmid-DNA in bekannter Weise in kompetente E.Coli-Zellen transformiert,
kloniert und jeweils drei Klone sequenziert. Um einen alternativen Translationsstart zu verhindern
(Abbildung 7), enthielten die V5/TEV NY-ESO-1-Konstrukte eine zusätzliche Substitution der
Art, dass an Stelle des ursprünglichen Methonin 1 des NY-ESO-1-Proteins (in V5/TEV-NY-ESO-1
an Stelle 20) ein Valin exprimiert wurde (Abbildung 6). Die Sequenzen der vier entstandenen Kon-
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Abbildung 6: Klonierungsschema der einzelnen pcDNA3.1 NY-ESO-1-Konstrukte. Myc* ist ein
modifizierter Variante des ursprünglichen tags, der anstatt eines Lysins ein Arginin enthält. V5
(kurz) (IPNPLLGLD) ist eine verkürzte Form von V5 (GKPIPNPLLGLDST).
strukte pcDNA3.1 V5/TEV NY-ESO-1-Myc*/HIS, pcDNA3.1 V5/TEV NY-ESO-1K0-Myc*/HIS,
pcDNA3.1 V5/TEV NY-ESO-1M20V und pcDNA3.1 V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 (kurz V5/TEV
NY-ESO-1, V5/TEV NY-ESO-1K0, V5/TEV NY-ESO-1M20V , V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0) er-
wiesen sich allesamt als korrekt.
3.2 Expression der NY-ESO-1-Konstrukte in HeLa-Zellen
Die Konstrukte NY-ESO-1, NY-ESO-1K0, V5/TEV NY-ESO-1, V5/TEV NY-ESO-1K0, V5/TEV
NY-ESO-1M20V und V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 wurden in HeLa-Zellen transfiziert und ihre Funk-
tionsfähigkeit mittels SDS-PAGE und WB analysiert. Wie in Abbildung 7 gezeigt, werden alle
Konstrukte in HeLa-Zellen exprimiert. Wie angenommen, führte die Transfektion von V5/TEV
NY-ESO-1 und V5/TEV NY-ESO-1K0 zur Bildung von zwei Proteinen unterschiedlicher Größe.
Interessanterweise läuft das kleinere Protein auf derselben Höhe wie NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0
und ist nach Substitution des ehemaligen Methionin 1 des NY-ESO-1 mit Valin (M20V) nicht mehr
nachweisbar. Das Größere bewegt sich dagegen auf der gleichen Höhe wie V5/TEV NY-ESO-1M20V
bzw. V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0. In diesem Fall ist es daher sehr wahrscheinlich, dass zusätzlich
zum M1 des V5/TEV Tags als alternativer Translationsstart das ursprüngliche Methionin an Stelle
1 des NY-ESO-1 Proteins diente. Zum Nachweis N-terminaler Ubiquitinierung wurden aus die-
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Abbildung 7: Expression der verschiedenen NY-ESO-1-Konstrukte. HeLa-Zellen wurden nach 24-
stündiger Kultur mit den unterschiedlichen NY-ESO-1-Konstrukten transfiziert, deren Expression
mittels SDS-PAGE und WB (Anti-V5 und Anti-Myc) überprüft wurde. β -Actin diente als Lade-
kontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
sem Grund, statt V5/TEV NY-ESO-1 und V5/TEV NY-ESO-1K0, auschließlich die Konstrukte
V5/TEV NY-ESO-1M20V und V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 verwendet. Ebenfalls gut zu erkennen
ist, dass die K124R Mutation im Falle von NY-ESO-1K0 und V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 nicht
zu einer Stabilisierung des reifen Proteins führt. Die steady-state Level der reifen Proteine blieben
demzufolge durch das Fehlen des einzigen Lysins unbeeinträchtigt.
3.3 Generierung eines NY-ESO-1157−165 spezifischen CD8+ T-Effektorzell-
klons
3.3.1 Analyse der Differenzierungsmarker dendritischer Zellen
Zur Analyse der Präsentation des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165 Epitops sollten mono-
klonale NY-ESO-1157−165 spezifische CD8+ T-Effektorzellen aus naiven CD8+ T-Zellen in vitro
mit Hilfe reifer DCs geprimed und expandiert werden. Zu diesem Zweck wurden PBMCs aus buffy-
coats von sechs gesunden Vollblutspendern mittels Ficoll-vermittelter Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert und auf die Expression des MHC Klasse I Moleküls HLA-A2 an der Zelloberfläche
mittels FACS untersucht. PBMCs eines HLA-A2 positiven Spenders wurden zur Isolation CD14+
und CD8+-Zellen verwendet. CD14+-Zellen wurden, wie in 2.2.2.3 beschrieben, zu unreifen DCs
differenziert. Durch 24-stündige Stimulation mit LPS reifen DCs (31, 124) und exprimieren ver-
stärkt MHC Klasse I und II sowie co-stimulatorische Moleküle, wie CD40, CD80 (B7.1), CD83
und CD86 (B7.2) (31, 128).
Um die Reifung von DCs zu überprüfen, wurde die Expression spezifischer Oberflächenmoleküle
mittels FACS-Analyse untersucht. Zu diesem Zweck diente eine Reihe fluoreszenzfarbstoffgekop-
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pelter AK sowie das organische Peptid 7-AAD. DCs konnten aufgrund ihres charakteristischen
Spektrums im FSC/SSC dotplot identifiziert werden. Ihr prozentualer Anteil lag zwischen 11,7%
und 44,5%. Zur Unterscheidung lebendiger von toten Zellen erfolgte eine Färbung mit 7-AAD
(129). Die weitere Analyse schloss nur 7-AAD negative (lebendige) Zellen ein.
Sowohl nicht-stimulierte (unreife DCs), als auch stimulierte Zellen (reife DCs) exprimierten den
charakteristischen Differenzierungsmarker CD11c (Abbildung 8A und B). Die Konzentration an
MHC Klasse I Molekülen an der Zelloberfläche nahm im Verlauf der Reifung lediglich leicht zu
(Abbildung 8C und I), während sich die Expression an MHC Klasse II Molekülen reifer DCs kaum
von unreifen unterschied (Abbildung 8D). Allerdings ließen sich mehr co-stimulatorische Mole-
Abbildung 8: Oberflächenprofil unreifer und reifer DCs. Unstimulierte (rot) und 24h mit LPS sti-
mulierte Zellen (grün) einer 5-tägigen Kultur CD14+-Zellen mit GM-CSF und IL-4 wurden mit-
tels geeigneter fluoreszenzfarbstoffgekoppelter AK markiert und per Durchflusszytometrie analy-
siert. A-H zeigen Histogramm-overlays ausgewählter Färbungen einzelner Oberflächenmoleküle
von unstimulierten (rot) und stimulierten (grün) Zellen. I und J Geometrisches Mittel der Fluo-
reszenzintensität ausgewählter Färbungen einzelner Oberflächenmoleküle im Vergleich zu nicht
gefärbten Zellen.
küle nachweisen. Erstens zeigte sich eine erhöhte Konzentration an CD80 und CD86 (Abbildung
8E, F, I und J), die als Liganden von CD28 für das Priming naiver T-Zellen essentiell sind (128).
Zweitens war auch die Expression von CD83, einem Markerprotein reifer DCs, das für die Lang-
lebigkeit CD8+ T-Effektorzellen unabdingbar ist (130), verstärkt (Abbildung 8J). Als drittes ließ
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sich auch eine erhöhte Signalintensität für CD40 registrieren (Abbildung 8G und J), einem Rezep-
tor für CD40L (CD4+ T-Helfer Zellen), dessen Aktivierung die Biosynthese von CD80, CD86 und
IL-12 in DCs stimuliert und sie dadurch als Mediator für die Aktivierung CD8+ T-Zellen durch
CD4+ T-Helferzellen wirken lässt (128).
Während ihrer Reifung synthetisieren DCs verstärkt Chemokinrezeptoren, unter anderem CCR7
und CXCR4, um für das Priming naiver T-Zellen in die Lymphknoten zu migrieren (131). CCR7
ist ein Rezeptor für die Chemokine CCL19 und CCL21, die von Endothelzellen hochendothelialer
Venolen und Stromazellen der T-Zellzonen des Lymphknotens gebildet werden. Allerdings zeig-
ten DCs nach Stimulation mit LPS keine höheren CCR7-Konzentrationen auf der Zelloberfläche
(Abbildung 8I). Im Gegensatz dazu ließ sich eine verstärkte Expression von CXCR4 detektieren
(Abbildung 8H und I).
Zusammenfassend wiesen LPS-stimulierte Zellen im Vergleich zu nicht-stimulierten lediglich in
einigen Differenzierungsmarkern (vor allem Co-stimulatorische Moleküle und CXCR4) einen Rei-
fungsprozess auf. Eine vorzeitige Aktivierung böte eine mögliche Erklärung für die geringen Un-
terschiede. Nichtsdestotrotz wurden die reifen DCs zum Priming naiver CD8+ T-Zellen verwendet.
3.3.2 Bestimmung der Spezifität polyklonaler CD8+T-Effektorzellpopulationen
96 Polyklonale CD8+ T-Zellpopulationen, die durch NY-ESO-1157−165 peptidbeladene DCs ge-
prägt und restimuliert wurden, sollten im nächsten Schritt auf ihre Reaktivität gegenüber dem
NY-ESO-1157−165 Epitop untersucht werden. Zu diesem Zweck erfolgte eine Co-Kultur mit HLA-
A2+ NY-ESO-1157−165 peptidbeladenen HeLa-Zellen. Die Konzentration an sezerniertem TNF-α
wurde durch einen TNF-α-Zytotoxizitätstest ermittelt. Die Effizienz der Transfektion von HLA-
A2 betrug 79,4% (Abbildung 9A und B). Eine deutliche TNF-α-Produktion war lediglich in 3
der 96 Wells zu registrieren (Abbildung 9C), die anschließend in einer ICC auf den prozentualen
Anteil NY-ESO-1157−165 spezifischer T-Zellen analysiert wurden. In 2 der 3 polyklonalen Popu-
lationen war eine Reaktivität von 3,5% (F3) bzw. 9,54% (D8) nachweisbar, wohingegen CD8+ T-
Zellen aus B12 in diesem Experiment nicht durch NY-ESO-1157−165 peptidbeladene HeLa-Zellen
zur Produktion von IFNγ angeregt werden konnten (Abbildung 9F-K). Auch in der Negativkon-
trolle ließen sich in allen 3 Populationen (F3, D8 und B12) doppeltpositive Zellen nachweisen
(Abbildung 9 F-H). Diese Beobachtung lässt sich auf die Erkennung nicht-untersuchter HLA-A2-
gebundener Epitope oder Epitope, die durch andere MHC Klasse I Moleküle präsentiert werden,
zurückführen.
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Abbildung 9: TNF-α-Zytotoxizitätstest, ICC und FACS polyklonaler T-Effektorzellpopulationen.
Polyklonale T-Effektorzellen wurden mit HLA-A2+ NY-ESO-1157−165 peptidbeladenen HeLa-
Zellen für 8h co-kultiviert und die Überstände mittels TNF-α-Zytotoxizitätstest auf den Gehalt
an TNF-α sowie reaktive Wells mittels ICC und FACS auf ihren Anteil epitopspezifischer T-
Zellen analysiert. In A ist der FSC/SSC dotplot von HLA-A2 transfizierten HeLa-Zellen dar-
gestellt, in B der overlay der FL1-H (FITC-HLA-A2)-Histogramme der in A markierten unge-
färbten (orange) bzw. HLA-A2 gefärbten (blau) Zellen. C TNF-α-Zytotoxizitätstest der einzelnen
T-Effektorzellpopulationen. D zeigt den FSC/SSC dotplot der Co-Kultur mit entstprechender Mar-
kierung für Lymphozyten und E den FL1-H/FL2-H dotplot der in D markierten ungefärbten Po-
pulation. F-H Doppelfärbung mittels FITC- und PE-gekoppelter AK gegen CD8 bzw IFNγ nach
Co-Kultur mit unbeladenen bzw. I-K NY-ESO-1157−165 peptidbeladenen HeLa-Zellen.
3.3.3 ICC und FACS-Analyse des CD8+T-Effektorzellklons RG39
Polyklonale CD8+ T-Effektorzellen aus D8 (Abbildung 9G und J) wurden in einer Einzelzell-
klonierung (0,3 Zellen/Well) auf Feederzellen mit IL-2 und PHA zwei Wochen zur Expansion
angeregt und anschließend mittels ICC und FACS auf Klonalität untersucht. Stabil mit HLA-
A2 transfizierte HeLa-Zellen (PSG33-Zellen) wurden vor Peptidbeladung und Co-Kultur auf die
Expression von HLA-A2 untersucht. Circa 99% der Zellen exprimierten das gewünschte MHC
Klasse I Molekül (Abbildung 10A und B). Die Färbung der gewonnenen RG5, RG39 und FE9
T-Zellpopulationen mit FITC- und PE-gekoppelten AK gegen CD8 bzw. IFNγ zeigte nach Co-
Ergebnisse 49
Abbildung 10: ICC und FACS-Analyse ausgewählter CD8+ T-Effektorzellpopulationen der Ein-
zelzellklonierung. Polyklonale T-Effektorzellen aus D8 wurden in einer Einzelzellklonierung mit
Feederzellen über zwei Wochen co-kultiviert. Anschließend erfolgte eine 8-stündige Co-Kultur mit
unbeladenen oder NY-ESO-1157−165 peptidbeladenen PSG33-Zellen unter Einfluss von Brefeldin
A mit ICC und FACS-Analyse. In A ist der FSC/SSC dotplot unbeladener PSG-33 Zellen und in B
der FL1-H (FITC-HLA-A2)-Histogramm overlay der in A markierten Subpopulation ungefärbter
(orange) und gefärbter (blau) Zellen dargestellt. C (ohne Peptid) und G (mit Peptid) zeigen die
FSC/SSC dotplots der Co-Kulturen mit Markierungen für Lymphozyten, D-F (ohne Peptid) und
G-I (mit Peptid) die FL1-H (FITC-CD8)/FL2-H (PE-IFNγ) dotplots der in A und E markierten
Zellen ausgewählter T-Zellpopulationen.
Kultur mit unbeladenen PSG33-Zellen lediglich 2,67%, 1,91% bzw. 1,77% doppeltpositive aller
CD8+-Zellen (Abbildung 10D-F). Während die Stimulation mit NY-ESO-1157−165 peptidbelade-
nen PSG33-Zellen im Falle von RG5 zum Nachweis von lediglich 6,27% doppeltpositiven Zellen
führte (Abbildung 10H), ließen sich für RG39 T-Zellen nach Co-Kultur in der CD8+ Population
77,2% doppeltpositive Zellen nachweisen (Abbildung 10I). Allerdings blieben 23% der CD8+ T-
Zellen weiterhin IFNγ-negativ, die aber lediglich den linken Rand der Verteilungskurve der IFNγ-
Histogramma abbilden. Im Gegensatz dazu reagierten nur 37,83% der CD8+ FE9 T-Zellen auf
Epitopstimulation mit einer Zunahme der IFNγ-Produktion, während 60,4% weiterhin IFNγ nega-
tiv gefärbt wurden, wie es für eine bi- bzw. triklonale Population charakteristisch ist (Abbildung
Ergebnisse 50
10J). Entscheidend für die Klonalität der RG39 T-Zellen ist an dieser Stelle, dass sich die gesam-
te CD8+ Population zu stärkeren Fluoreszenzintensitäten im FL2-H (PE-IFNγ)-Kanal verschob
(Abbildung 10E und I). Darüber hinaus bestätigte die Sequenzierung des TCR mittels RACE-
PCR durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Gerald Willimsky (Institut für Immunologie,
Charité-Universitätsmedizin Berlin), die im Rahmen der Klonierung des TCR für eine in vivo
Charakterisierung durchgeführt wurde, die Monoklonalität der RG39 T-Zellen. Zur Auswertung
der folgenden Antigenpräsentationsexperimente wurden ausschließlich NY-ESO-1157−165 spezifi-
sche, monoklonale CD8+ RG39 T-Zellen verwendet.
3.4 Prozessierung des NY-ESO-1157−165 Epitops
3.4.1 Bedeutung des Lysins K124 von NY-ESO-1
Polyubiquitinierung zum Abbau durch das 26S Proteasom designierter Proteine stellt den ersten
Schritt der Antigenprozessierung eines Großteils MHC Klasse I präsentierter Peptide dar. Daraus
leitete sich die Frage ab, ob der einzige Lysinrest (K124) des NY-ESO-1 Proteins als präferier-
te Ub-Akzeptorstelle Einfluss auf die Präsentation des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165
Epitops nimmt. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen sequentiell mit HLA-A2 sowie NY-ESO-1
oder NY-ESO-1K0 transfiziert und 24h später mit NY-ESO-1157−165 spezifischen, monoklonalen
Abbildung 11: Präsentation des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165 Epitops in Abhängig-
keit von K124. HLA-A2+ HeLa-Zellen, die entweder NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 exprimier-
ten, wurden für 8h mit NY-ESO-1157−165 spezifischen, monoklonalen CD8+ T-Effektorzellen co-
kultiviert. Optional erfolgte eine Transfektion mit HA-UbWt-GFP 24h vor der Transfektion mit
HLA-A2 und NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0. Als Negativ- bzw. Positivkontrolle dienten unbela-
dene oder NY-ESO-1157−165 peptidbeladene HLA-A2+ HeLa-Zellen. A Konzentration an IFNγ
der Überstände des Antigenpräsentationsexperimentes in Abhängigkeit verschiedener E:T Ver-
hältnisse. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit den jeweiligen Standardabweichung (SD) als
Fehlerbalken eines repräsentativen von drei unabhängigen Experimenten. B Die gleichmäßige Ex-
pression der Konstrukte wurde mittels RT-PCR auf mRNA Ebene und mittels WB auf Proteinebene
verifiziert. Als Ladekontrolle diente die Menge an GAPDH mRNA oder β -Actin Protein.
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RG39 T-Zellen für 8h co-kultiviert. Die Analyse der Überstände auf ihren Gehalt an IFNγ mittels
ELISA demonstrierte, dass es in der Präsentation des untersuchten Epitops keinen Unterschied gab,
ungeachtet der Tatsache, ob die Zellen das WT- oder das Lysin-freie Protein exprimierten (Abbil-
dung 11A). Eine zusätzliche Stimulation der Zellen mit HA-UbWt-GFP, jeweils 24h vor Trans-
fektion mit HLA-A2 und NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0, erbrachte keinen zusätzlichen Effekt.
Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene wurden beide Konstrukte unter den untersuchten
Bedingungen gleichmäßig exprimiert (Abbildung 11B). Um weiterhin auszuschließen, dass RG39
T-Zellen im Zuge der Expansion ihre Spezifität verloren haben, wurden zusätzlich unbeladene und
NY-ESO-1157−165 Epitop-beladene HLA-A2+ HeLa-Zellen mit RG39 T-Zellen co-kultiviert. Die-
se zeigten keine bzw. eine deutlich stärkere Aktivierung als durch Transfektion mit NY-ESO-1
bzw. NY-ESO-1K0 erreicht werden konnte (Abbildung 11A).
3.4.2 Beteiligung des lysosomalen Kompartments
NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 unterschieden sich nicht in der Fähigkeit, RG39 T-Zellen zur Syn-
these von IFNγ zu stimulieren. Zudem wurde in früheren Arbeiten bei Einsatz des proteasomalen
Inhibitors Lactacystin kein Effekt auf die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops beobachtet
(116). Aus diesem Grund stellte sich zunächst die Frage, ob das NY-ESO-1157−165 Epitop über
einen alternativen Prozessierungsweg gebildet wird. Lysosomal generierte Peptide dienen in erster
Linie der Beladung von MHC Klasse II Molekülen. Allerdings existieren Untersuchungen, die vor
allem im Kontext einer viralen Infektion darlegen, dass MHC Klasse I Moleküle mit Peptiden be-
laden werden können, die durch lysosomale Prozessierung autophagozytierter Proteine entstande-
nen sind (132). Um die proteolytische Aktivität der Lysosomen zu reduzieren, wurden HLA-A2+
HeLa-Zellen, die entweder NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 exprimierten, für 24h mit NH4Cl behan-
delt, wodurch der für die Aktivitäten der Cathepsine essentiell saure pH-Wert neutralisiert wurde
(133). Die erfolgreiche Inhibition des lysosomalen Kompartments wurde durch die Akkumulation
der Prä-Proform von Cathepsin D, einer wichtigen lysosomalen Protease sowie deren verminder-
ter Prozessierung zur reifen Form deutlich (Abbildung 12B). In einer entsprechenden Co-Kultur
mit RG39 T-Zellen konnte eine vergleichbare Produktion an IFNγ beobachtet werden egal, ob die
Zellen NH4Cl ausgesetzt worden waren oder nicht (Abbildung 12A). Diese Beobachtung galt so-
wohl für NY-ESO-1, als auch für NY-ESO-1K0. Gleichzeitig zeigte sich durch die Behandlung mit
NH4Cl ebenfalls keine Veränderung im steady state Level des reifen NY-ESO-1 Proteins.
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Abbildung 12: Einfluss des lysosomalen Kompartments auf die Präsentation des
NY-ESO-1157−165 Epitops. A HLA-A2+ HeLa-Zellen, die entweder NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0
exprimierten, wurden mit 30mM NH4Cl für 24h behandelt und anschließend mit RG39 T-Zellen
für 8h co-kultiviert. Die Überstände wurden mittels ELISA auf ihre IFNγ-Konzentration analy-
siert. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD der E:T Ratio 1:1 eines repräsentativen von
drei unabhängigen Experimenten. B Die Expression von NY-ESO-1, β -Actin und Cathepsin D
wurde mittels SDS-PAGE und WB aus Zelllysaten kontrolliert.
3.4.3 Einfluss der katalytisch aktiven Untereinheiten des Standardproteasoms
Da eine lysosomale Beteiligung an der Prozessierung des NY-ESO-1157−165 Epitops nicht nach-
gewiesen werden konnte, sollte im nächsten Schritt der Einfluss des 20S Proteasoms auf die An-
tigenpräsentation untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden HLA-A2- und NY-ESO-1- bzw.
NY-ESO-1K0-transfizierte HeLa-Zellen für 2h mit PR893(125nM), YU-102 (500nM), Epoxomi-
cin (250nM), PR893 (125nM)/YU-102 (500nM) oder YU-102 (500nM)/Epoxomicin (250nM) be-
handelt. PR893 ist ein spezifischer Inhibitor für die chymotryptische Aktivität von β5 (134) und
YU-102 hemmt in niedrigen Konzentrationen (500nM) sehr selektiv die PGPH-Aktivität von β1
(135). Epoxomicin hingegen inhibiert bei 15nM lediglich die ChT-Aktivität von β5, jedoch in hö-
heren Konzentrationen (250nM) ebenfalls die Tr-Aktivität von β2 (136). Die kovalente Bindung
der Inhibitoren an ihre jeweilige Standarduntereinheit, die sich in einem langsameren Laufverhal-
ten des Proteins in der SDS-PAGE widerspiegelte, wurde anhand der Positionsänderung der Bande
in Richtung größerer Molekulargewichte deutlich. Die idealen Inhibitorkonzentrationen wurden in
Titrationsversuchen ermittelt (Ebstein et al., unveröffentlichte Daten).
Sowohl die alleinige Behandlung von HLA-A2+ HeLa-Zellen, die NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0
exprimierten, mit PR893, als auch der zusätzliche Einsatz von PR893 zu YU-102 zeigte im Ver-
gleich zur jeweiligen Kontrolle (DMSO bzw. YU-102 allein) keinen Effekt auf die Präsentation
des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165 Epitops (Abbildung 13C und D). Gleichzeitig war
eine langsamere Laufgeschwindigkeit ausschließlich der β5-Untereinheit im Immunoblot (IB) zu
beobachten (Abbildung 13A und B), was die Wirksamkeit und Spezifität des β5-Inhibitors unter-
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Abbildung 13: Einfluss der proteasomalen UE β1, β2 und β5 auf die Prozessierung des
NY-ESO-1157−165 Epitops. HLA-A2+ HeLa-Zellen, die entweder NY-ESO-1 (A und C)
oder NY-ESO-1K0 (B und D) exprimierten, wurden mit den Proteasominhibitoren PR893
(125nM), YU-102 (500nM), Epoxomicin (250nM), PR893(125nM)/YU-102 (500nM) oder YU-
102 (500nM)/Epoxomicin (250nM) für 2h behandelt und anschließend mit RG39 T-Zellen für 8h
co-kultiviert. A und B Zelllysate der behandelten und unbehandelten HeLa-Zellen wurden mittels
SDS-PAGE und IB auf die Expression von NY-ESO-1, β -Actin sowie der proteasomalen Unterein-
heiten β1, β2 und β5 untersucht. C und D Die Überstände der Co-Kultur wurden mittels ELISA
auf ihre IFNγ-Konzentration analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von Duplikaten mit SD
der E:T Ratio 1:1 aus einem repräsentativen von drei unabhängigen Experimenten (****<0,0001,
***<0,001, ** p<0,01; * p<0,05; nachgewiesen mittels one-way ANOVA).
strich. Im Gegensatz dazu führte der Einsatz von YU-102 nicht nur zu einer veränderten Position
der Bande für β1 im IB in Richtung eines höheren Molekulargewichtes (Abbildung 13A und B),
sondern auch zu einer substantiellen, jedoch nicht vollständigen Reduktion der Antigenpräsen-
tation (Abbildung 13C und D). Diese Beobachtung galt für das WT- und das Lysin-freie Protein.
Wurden die Zellen mit Epoxomicin behandelt, verringerte sich die gemessene Antigenpräsentation
auf 30% (NY-ESO-1) bzw. 22% (NY-ESO-1K0) im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen. Die
Wirksamkeit von Epoxomicin bildete sich in der Größenzunahme der β5- und β2-Bande im Kon-
trollblot ab (Abbildung 13A und B). Eine langsamere Laufgeschwindigkeit von β1, β2 und β5 in
Ergebnisse 54
der SDS-PAGE nach kompletter Inhibition aller katalytischen Untereinheiten unter Verwendung
von Epoxomicin und YU-102 war begleitet von einer drastischen Reduktion der IFNγ-Produktion
von 80% (NY-ESO-1) bzw. 100% (NY-ESO-1K0), was den Einfluss des 20S Proteasoms auf die
Epitopgenerierung unterstreicht.
3.4.4 Die Prozessierung durch das Immunoproteasom
Um zu überprüfen, welche Rolle das IP in der Prozessierung des NY-ESO-1157−165 Epitops spielt,
wurden 33/2-Zellen mit siRNA für LMP2, LMP7, LMP2/LMP7 oder Kontroll-siRNA behandelt
und nach Transfektion mit NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 für 8h mit RG39 Zellen co-kultiviert.
Der knock-down von LMP7 alleine zeigte für beide Proteinvarianten keinen Effekt auf die An-
Abbildung 14: Beteiligung des IP an der NY-ESO-1157−165 Epitopgenerierung. A, B, C und D
33/2-Zellen, wurden mit Kontroll siRNA, siRNA gegen LMP2, LMP7 oder LMP2/LMP7 für zwei
Tage behandelt und anschließend mit NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 transfiziert. Die Co-Kultur
mit RG39 T-Zellen fand für 8h statt und die Überstände wurden mittels ELISA auf ihren IFNγ-
Gehalt analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD eines repräsentativen von drei
unabhängigen Experimenten (**** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01; * p<0,05; nachgewiesen
für A und B mittels one-way ANOVA und für C und D mittels unabhängigem t-Test). E Die Wirk-
samkeit der siRNA wurde mittels SDS-PAGE und IB gegen LMP2, Mecl-1, LMP7, β1, β2 und
β5 kontrolliert. NY-ESO-1 diente als Transfektions- und β -Actin als Ladekontrolle.
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tigenpräsentation (Abbildung 14A und B). Er wurde begleitet von einer verminderten Detektion
von LMP7 im IB bei gleichzeitig verstärkter Expression der korrespondierenden Standardunter-
einheit β5 (Abbildung 14E). Interessanterweise blieb der Einbau von LMP2 und Mecl-1 unter
diesen Bedingungen unverändert. Im Gegensatz dazu verbesserte sich sowohl für NY-ESO-1 als
auch NY-ESO-1K0 die Antigenpräsentation signifikant durch den Einsatz von siRNA gegen LMP2
(Abbildung 14A und B), als auch gegen LMP2 und LMP7 (Abbildung 14C und D), verglichen mit
der jeweiligen Kontrolle (1x bzw. 2x Kontroll-siRNA). Der inhibierende Effekt von siRNA gegen
LMP2 richtete sich nicht nur auf die Translation von LMP2, sondern auch auf die von Mecl-1 und
führte zu einem vermehrten Einbau der Standarduntereinheiten β1 und β2 (Abbildung 14E). Die
Anwendung von siRNA gegen LMP2 und LMP7 resultierte in einer Komposition der katalytisch
aktiven Untereinheiten, die typisch für das SP ist, mit der Expression von β1, β2 und β5 sowie
einer parallel verminderten Biosynthese von LMP2, Mecl-1 und LMP7 (Abbildung 14E). Demzu-
folge wiesen SP und LMP7-IntP gegenüber IP eine verbesserte Generierung des NY-ESO-1157−165
Epitops auf.
3.4.5 Einfluss der Ubiquitinrezeptoren Rpn10 und Rpn13
Die Ergebnisse aus 3.4.3 und 3.4.4 verdeutlichen, dass die Präsentation des NY-ESO-1157−165
Epitops direkt von der Aktivität des 20S Proteasoms abhängig war, obwohl sich kein Unterschied
zwischen WT- und Lysin-freiem Protein detektieren ließ. Aus diesem Grund sollte im nächsten
Schritt untersucht werden, ob die Antigenpräsentation durch die Ub-Rezeptoren Rpn10 und Rpn13
des 26S Proteasoms beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen für drei Tage mit
siRNA gegen Rpn10, Rpn13, Rpn10/Rpn13 oder Kontroll-siRNA behandelt und anschließend mit
HLA-A2 sowie einem der beiden NY-ESO-1 Varianten transfiziert.
Die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops war, ungeachtet der Tatsache welches der beiden
NY-ESO-1 Proteine die Zellen exprimierten, vollständig von der Anwesenheit des Ub-Rezeptors
Rpn10 abhängig (Abbildung 15A und B). Lediglich eine leichte, jedoch signifikante Reduktion
der Antigenpräsentation war für beide Proteinvarianten bei Verwendung von siRNA gegen Rpn13
zu beobachten (Abbildung 15A und B), obwohl Rpn13 Protein im IB nicht mehr nachweisbar war
(Abbildung 15C). Der Doppel-knock-kdown von Rpn10 und Rpn13 zeigte für beide Proteinvarian-
ten eine substantielle Inhibition der Antigenpräsentation. Interessanterweise war diese zwar stärker
als bei Einsatz von siRNA gegen Rpn13 allein, erreichte jedoch nicht den Effekt des Einzel-knock-
down von Rpn10 (Abbildung 15A und B). Dies erscheint unter dem Gesichtspunkt logisch, dass
durch die Behandlung mit siRNA gegen Rpn10 und Rpn13, zwar kein Rpn13-, aber immer noch
Rpn10-Protein im IB detektiert wurde (Abbildung 15C).
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Abbildung 15: Einfluss der Ub-Rezeptoren Rpn10 und Rpn13 auf die Präsentation des NY-
ESO-1157−165 Epitops. HeLa-Zellen wurden über drei Tage mit siRNA gegen Rpn10, Rpn13,
Rpn10/Rpn13 oder Kontroll-siRNA behandelt. A und B Die Auswirkung auf die Antigenpräsen-
tation wurde mittels einer 8-stündigen Co-Kultur mit RG39 T-Zellen und anschließendem ELISA
der Überstände auf IFNγ-Konzentration ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD ei-
nes repräsentativen von drei unabhängigen Experimenten (**** p<0,0001*** p<0,001; ** p<0,01;
* p<0,05; nachgewiesen mittels one-way ANOVA). C Die Wirksamkeit der siRNA erfolgte mittels
SDS-PAGE und WB gegen Rpn10 und Rpn13. β -Actin diente als Ladekontrolle.
3.4.6 Modifikation durch unterschiedliche Polyubiquitinketten
Da die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops nicht nur absolut proteasomal, sondern auch
vollständig von der Anwesenheit des Ub-Rezeptors Rpn10 des 19S RP abhängig war, stellte sich
die Frage, ob bestimmte Arten von Poly-Ub-Ketten die Bildung des antigenen Peptids begünstigen.
Zu diesem Zweck diente eine Reihe von HA-Ub-GFP-Konstrukten, in denen jeweils eines von sie-
ben oder alle Lysine durch Arginine substituiert wurden. Die entstandenen Konstrukte erhielten die
Bezeichnungen HA-UbK6R-, HA-UbK11R-, HA-UbK27R-, HA-UbK29R-, HA-UbK33R-, HA-UbK48R-
und HA-UbK63R-GFP (HA-UbKxR-GFP) sowie HA-UbK0 (Ebstein et al., unveröffentliche Daten).
HeLa-Zellen wurden daraufhin mit HA-UbWt-, HA-UbK0-GFP oder einem der sieben HA-UbKxR-
GFP Mutanten sowie 48h später mit HLA-A2 und NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 transfiziert. Der
Einfluss auf die Antigenpräsentation wurde in einer 8-stündigen Co-Kultur mit RG39 T-Zellen
evaluiert und die gleichmäßige Expression der HA-Ub-GFP-Konstrukte durch einen IB gegen GFP
kontrolliert. Die Analyse der Überstände mittels ELISA auf die Konzentration an IFNγ zeigte für
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Abbildung 16: Einfluss unterschiedlicher Ub-Ketten auf die Präsentation des NY-ESO-1157−165
Epitops. HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HA-UbWt-, HA-UbK0- oder einem der HA-UbKxR-
GFP-Konstrukte sowie HLA-A2 und NY-ESO-1 oder NY-ESO1K0 transfiziert. A und B Der Ein-
fluss der einzelnen Ub-Mutanten auf die Antigenpräsentation wurde mit Hilfe einer 8-stündigen
Co-Kultur mit RG39 T-Zellen sowie Analyse der Überstände auf ihre IFNγ-Konzentration mit-
tels ELISA ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) mit SD der IFNγ-Konzentrationen
im Vergleich zur Kontrolle (HA-UbWt-GFP) des E:T-Verhältnisses 1:1 eines repräsentativen von
zwei unabhängigen Experimenten. C und D Zelllysate der einzelnen Experimente wurden mittels
SDS-PAGE und WB auf die Expression von Myc, GFP und β -Actin untersucht.
beide Proteinvarianten eine leichte, jedoch nicht signifikante Verbesserung der Antigenpräsentati-
on bei Fehlen von K11-, K29- und K33- sowie eine leichte, ebenfalls nicht signifikante Reduktion
bei Fehlen von K6-Poly-Ub-Ketten im Vergleich zu HA-UbWt-GFP transfizierten Zellen (Abbil-
dung 16A und B). Nahezu keine Unterschiede bezüglich der IFNγ-Produktion ließen sich hingegen
bei Einsatz von HA-UbK27R- und -UbK63R-GFP detektieren. Die Verwendung der K48R Mutante
zeigte für beide Proteinvarianten eine Reduktion der Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops
(um 22% für NY-ESO-1 und um 20% für NY-ESO-1K0). Jedoch war gleichzeitig ein deutlich ver-
minderter Nachweis reifer NY-ESO-1 Proteine im anti-Myc IB bei gleichmäßiger Expression der
Ladekontrolle (β -Actin) im Vergleich zu HA-UbWt-GFP transfizierten Zellen zu beobachten (Ab-
bildung 16C und D). Überraschenderweise vermochte nicht einmal die Lysin-freie Ub-Mutante,
HA-UbK0-GFP, deren Wirkung auf die Polyubiquitinierung von NY-ESO-1 bzw. aller Zellprote-
ine an anderer Stelle untersucht wurde (Abbildung 21), die Präsentation des NY-ESO-1157−165
Epitops signifikant zu reduzieren (Abbildung 16A und B).
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3.5 Ubiquitinierungsprofil der NY-ESO-1 Proteine
3.5.1 Gesamtpolyubiquitinierungsprofile von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0
Aus der Beobachtung, dass die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops durch die Abwesenheit
von Rpn10 drastisch reduziert wurde, ließ sich schlussfolgern, dass sowohl NY-ESO-1 als auch
NY-ESO-1K0 Ub-abhängig durch das 26S Proteasom abgebaut wurden. In diesem Zusammen-
hang sollte der Einfluss des einzigen Lysinrestes auf das Polyubiquitinierungsprofil von NY-ESO-1
ermittelt werden. Hierfür wurden HeLa-Zellen sequentiell mit HA-UbWt-GFP und pcDNA3.1,
NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 oder MART-1 transfiziert. Zur Anreicherung von Poly-Ub-Konjugaten
erfolgte 16h nach der zweiten Transfektion für 6h eine Behandlung mit 10µM MG132 oder DMSO
als Kontrolle. Myc-markierte Proteine wurden in einer IPräz isoliert und mittels SDS-PAGE und
Abbildung 17: Einfluss der K124R Substitution auf das Gesamtubiquitinierungsprofil von
NY-ESO-1. A HA-UbWt-GFP-transfizierte HeLa-Zellen, die entweder pcDNA3.1, NY-ESO-1,
NY-ESO-1K0 oder MART-1 exprimierten, wurden für 6h mit 10µM MG132 behandelt und Myc-
markierte Proteine durch eine IPräz gegen Myc isoliert. Zum Nachweis polyubiquitinierter Sub-
strate wurden die Eluate durch SDS-PAGE (7,5%-iges Gel) aufgetrennt und im WB mit einem
AK gegen HA detektiert. Als Kontrolle gleicher Mengen an präzipitierten Proteinen diente der IB
gegen Myc, als Transfektionskontrolle die gleichmäßige Expression von GFP im Lysat sowie β -
Actin als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten. B
Das gleiche Experiment wurde in analoger Weise durchgeführt und während der Reinigung auf der
10M Säule mit 50mM oder 3M NaCl gewaschen. * Markieren unspezifische Banden, die ebenfalls
nach Isolation Myc-markierter Proteine von pcDNA3.1 transfizierten HeLa-Zellen (Negativkon-
trolle) auftauchen. Dargestellt ist ein repräsentatives von zwei unabhängigen Experimenten.
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WB analysiert.
Beide Proteinvarianten hoben sich in ihrem Gesamtpolyubiquitinierungsprofil lediglich nach pro-
teasomaler Inhibition durch MG132 deutlich von der Negativkontrolle (pcDNA3.1 Leervektor)
ab, während sich nach Behandlung mit DMSO keine Unterschiede detektieren ließen (Abbildung
17A). Die Lysin-freie Variante von NY-ESO-1 war unter diesen Bedingungen im Vergleich zum
WT-Protein sogar stärker ubiquitiniert, was sich in der vergleichsweise stärkere Bindung von HA-
AK an Myc-präzipitierte Substrate widerspiegelte. Dieser Unterschied war nur detektierbar, wenn
die Zellen mit MG132 behandelt worden waren, um proteasomalen Abbau zu hemmen.
Um auszuschließen, dass die Polyubiquitinierung nicht-kovalent an NY-ESO-1 gebundener Pro-
teine mit der von NY-ESO-1 interferieren könnte, wurde der gleiche Versuch unter stringenteren
Waschbedingungen im Verlauf der IPräz durchgeführt. Dafür wurde die NaCl-Konzentration wäh-
rend der Reinigung auf der 10µ Säule im Waschpuffer 1 auf 3M erhöht, damit potentiell nicht-
kovalent an NY-ESO-1 gebundene Proteine gelöst würden. Somit nahm das Poly-Ub-Signal auch
unter verschärften im Vergleich zu Standardwaschbedingungen nicht ab (Abbildung 17B). Es lässt
sich also schlussfolgern, dass die im IB detektierte Polyubiquitinierung der von NY-ESO-1 ent-
sprach.
3.5.2 Qualitative Unterschiede der Ubiquitinierung
Serin- und Threonin-gebundene Ubiquitinierung
Aufgrund der Tatsache, dass die Lysin-freie Form von NY-ESO-1 stärker polyubiquitiniert wur-
de als das Wildtypprotein (Abbildung 17A), blieb zu klären, ob alternative Akzeptorstellen zur
Verknüpfung von Poly-Ub-Ketten in NY-ESO-1K0 verwendet wurden. Zur Identifizierung Serin-
bzw. Threonin gebundener Ub-Konjugate wurden Myc-markierte Proteine aus sequentiell mit HA-
UbWt-GFP und pcDNA3.1, NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 oder MART-1 transfizierten HeLa-Zellen,
die einer 6-stündigen Behandlung mit 10µM MG132 ausgesetzt worden waren, durch eine IPräz in
bekannter Weise isoliert. Nach Reinigung der Präzipitate wurde über Carboxyester-gebundenes Ub
durch eine Behandlung mit 50mM Natronlauge aus seiner Bindung gelöst. Die Analyse der Eluate
mittels SDS-PAGE und IB unter Nutzung eines AK gegen HA zeigte sowohl für NY-ESO-1 als
auch für NY-ESO-1K0 eine deutlich verringerte Menge an gebundenem HA-Ub (Abbildung18A).
Dieses Ergebnis wies auf Serin/Threonin-gebundene Poly-Ub-Ketten hin. Gleichzeitig blieben die
quantitativen Verhältnisse der Polyubiquitinierung aus Abbildung 17 auch durch die Behandlung
mit NaOH stabil.
In diesem Experiment kam auch ein Ub-AK (FK2) zum Einsatz, der lediglich K29-, K48- und K63-
verknüpfte Ub-Ketten erkennt. Dieser offenbarte deutlich mehr NaOH-resistente Ub-Konjugate auf
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Abbildung 18: Serin- und Threonin-gebundene Ub-Konjugate. A HeLa-Zellen wurden sequenti-
ell mit HA-UbWt-GFP und pcDNA3.1, NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 oder MART-1 transfiziert und
Myc-markierte Proteine mittels einer IPräz isoliert. Zur Spaltung Carboxyester-gebundener Poly-
Ub-Ketten wurden die an die Säule gebundenen Proteine gewaschen, eluiert und anschließend
mit 50mM NaOH-Lösung behandelt sowie unter Nutzung äquimolarer Mengen an HCl neutra-
lisiert. Der Nachweis polyubiquitinierter Substrate gelang durch Auftrennung der Eluate mittels
SDS-PAGE und IB mit AK gegen HA und Ub (FK2). Als Kontrolle gleicher Mengen an präzipi-
tierten Proteinen diente der IB gegen Myc. B Die Transfektion gleicher Mengen an HA-UbWt-GFP
wurden durch Analyse der Zelllysate mittels SDS-PAGE und WB gegen GFP und β -Actin sicher-
gestellt. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
NY-ESO-1K0 als auf dem Wildtypprotein (Abbildung 18A). Nach Behandlung mit NaOH zeigten
NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 und MART-1 ein leicht verzögertes Laufverhalten in der SDS-PAGE,
wie es für andere Proteine nach analoger Behandlung bereits beobachtet worden war (137).
N-terminale Ubiquitinierung
Um zu untersuchen, ob die α-NH2 Gruppe des N-terminalen Methionins eine mögliche Ub-Akzep-
torstelle darstellt, wurden die NY-ESO-1- bzw. NY-ESO-1K0-Konstrukte N-terminal mit V5/TEV
verlängert (3.1.3). Sie enthielten, außer einem Threonin distal der TEV-Schnittstelle exakt vor
dem ehemaligen Methionin 1 des NY-ESO-1 Proteins, keine zusätzlichen Polyubiquitinierungs-
stellen. HeLa-Zellen wurden daraufhin sequentiell mit HA-UbWt-GFP und pcDNA3.1, V5/TEV
NY-ESO-1M20V , V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 oder MART-1 transfiziert und zur Anreicherung von
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Abbildung 19: NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 werden nicht N-terminal ubiquitiniert. In A ist das
Prinzip des Experimentes dargestellt. 2·106 HeLa-Zellen wurden 24h kultiviert und sequentiell mit
HA-UbWt-GFP und V5/TEV NY-ESO-1M20V , V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0 oder MART-1 transfi-
ziert. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine IPräz isoliert. Zur Separation
des N-terminalen Fragments wurden die präzipitierten Proteine während der Reinigung auf der
10µ Säule für 150min mit 20U TEV-Protease oder 35µl TEV-Protease-Puffer (Negativkontrolle)
behandelt und anschließend intensiv gewaschen. Nach Elution wurden die Probe zum Nachweis
polyubiquitinierter Substrate mittels SDS-PAGE und WB (AK gegen HA) analysiert. Als Kontrol-
le gleicher Mengen an präzipitierten Proteinen diente der IB gegen Myc sowie als Kontrolle der
erfolgreichen proteolytischen Spaltung der IB gegen V5. C Die Transfektion gleicher Mengen an
HA-UbWt-GFP wurde durch Analyse der Zelllysate mittels SDS-PAGE und WB gegen GFP und
β -Actin überprüft. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experimenten.
Ub-Konjugaten 16h nach der zweiten Transfektion für 6h mit 10µM MG132 behandelt. Myc-
markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine IPräz isoliert, jedoch erfolgte vor Elution
der Präzipitate von der 10M Säule bei 21◦C eine 2,5-stündige Behandlung mit 20U TEV-Protease
zur Separation potentiell N-terminal verknüpfter Ub-Ketten. Wie in Abbildung 19B gezeigt, führte
der Verdau mit TEV-Protease nicht zu einer Abnahme der Polyubiquitinierung. Gleichzeitig ver-
schwand im anti-Myc IB nach TEV-Proteaseverdau die Bande auf Höhe von V5/TEV-NY-ESO-1-
bzw. V5/TEV NY-ESO-1K0-Myc/HIS fast vollständig. Sie wurde durch das Erscheinen einer
Bande mit niedrigerem Molekulargewicht ersetzt, welche die prozessierten GT-NY-ESO-1M20V -
Myc/HIS bzw. GT-NY-ESO-1M20V,K0-Myc/HIS Proteine darstellte. Der Anti-Myc IB von MART-1
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blieb, wie zu erwarten, unverändert, was die Spezifität der TEV-Protease unterstrich. Des Weiteren
war in behandelten Proben im Gegensatz zu unbehandelten im IB gegen V5 keine Bande auf Hö-
he von V5/TEV NY-ESO-1M20V Myc/HIS und V5/TEV NY-ESO-1M20V,K0-Myc/HIS mehr nach-
weisbar. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass tatsächlich der N-Terminale V5/TEV-Tag
bis auf die Aminosäuren G und T von NY-ESO-1 getrennt wurde. Aus beiden Kontrollergebnis-
sen ließsich ableiten, dass eine sehr effiziente proteolytische Spaltung durch die TEV-Protease
stattgefunden hat.
Verknüpfung mit unterschiedlichen Polyubiquitinketten
Obwohl die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops nicht durch die Anwesenheit des einzigen
Lysinrestes des NY-ESO-1 Proteins beeinflusst wurde, hing dessen Prozessierung dennoch voll-
ständig von der Funktion des 26S Proteasoms und des Ub-Rezeptors Rpn10 des 19S RP ab. Im
quantitativen Vergleich der beiden Proteine ließ sich sogar eine verstärkte Gesamtpolyubiquitinie-
rung von NY-ESO-1K0 gegenüber dem WT-Protein nachweisen. Ebenfalls dienten beiden Protei-
nen Serine und Threonine, aber nicht der N-Terminus als Akzeptorstelle für Poly-Ub-Ketten. Der
Einsatz eines Ub-AK (FK2), der ausschließlich K29-, K48- und K63-verknüpfte Poly-Ub-Ketten
detektiert, verdeutlichte, dass NY-ESO-1K0 mehr NaOH-resistente Poly-Ub-Konjugate genannter
Verknüpfungen enthielt als das WT-Protein (Abbildung 18A). Diese Beobachtung warf die Fra-
ge auf, ob sich beide Proteine grundsätzlich durch die Verknüpfung mit verschiedenen Ub-Ketten
voneinander unterschieden.
Um den Sachverhalt näher zu untersuchen, kam ein Reihe an HA-Ub-GFP-Konstrukten zum Ein-
satz, bei denen im Ub-Protein jeweils alle bis auf eins oder alle sieben Lysine durch Arginine
ersetzt worden waren. Die entstanden Konstrukte wurden HA-UbK6only-, HA-UbK11only-, HA-
UbK27only-, HA-UbK29only-, HA-UbK33only-, HA-Ub-K48only-, HA-UbK63only-GFP (HA-UbKx−only-
GFP) sowie HA-UbK0-GFP bezeichnet (Ebstein et. al, unveröffentlichte Daten). HeLa-Zellen wur-
den daraufhin sequentiell mit HA-UbWt-GFP, HA-UbK0-GFP oder einem der sieben HA-UbKx−only-
GFP-Konstrukte und NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0 transfiziert. Als Negativkontrolle dienten zu-
dem pcDNA3.1 Leervektor transfizierte Zellen, die entweder HA-UbWt- oder HA-UbK0-GFP ex-
primierten. Zur Anreicherung von Poly-Ub-Konjugaten erfolgte 16h nach der zweiten Transfekti-
on eine 6-stündige Behandlung mit 10µM MG132. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter
Weise durch eine IPräz isoliert und die Eluate mittels SDS-PAGE und WB analysiert.
In Zellen, die pcDNA3.1 und HA-UbWt-GFP bzw. HA-UbK0-GFP exprimierten, ließen sich kei-
ne polyubiquitinierten Substrate detektieren (Abbildung 20A und B). Im Gegensatz dazu zeigte
die Verwendung von HA-UbWt-GFP in Zellen, die mit NY-ESO-1 oder NY-ESO-1K0 transfiziert
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Abbildung 20: NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 werden durch Ub-Konjugate unterschiedlicher Ver-
knüpfungen charakterisiert. HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HA-UbWt-GFP oder einem von
acht HA-UbMut-GFP-Konstrukten sowie A NY-ESO-1 oder B NY-ESO-1K0 transfiziert und an-
schließend für 6h mit 10µM MG132 behandelt. Als Negativkontrolle dienten jeweils HA-UbWt-
GFP oder HA-UbK0-GFP transfizierte HeLa-Zellen allein. Myc-markierte Proteine wurden durch
eine IPräz in bekannter Weise isoliert und die Eluate mittels SDS-PAGE (7,5%-iges Gel) und
WB (AK gegen HA und Myc) untersucht. Zur Kontrolle gleicher Mengen an transfiziertem
HA-UbK−only/K0/WT -GFP wurden Zelllysate mittels SDS-PAGE und WB gegen GFP und β -
Actin untersucht. Zur besseren Darstellung wurden densitometrisch die optischen Dichten der je-
weiligen HA-Ub-Signale gegen die optischen Dichten der Myc-Bande von NY-ESO-1 (C) und
NY-ESO-1K0 (D) normalisiert. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experi-
menten.
worden waren, verglichen mit HA-UbK0-GFP eine deutlich stärkere Polyubiquitinierung Myc-
präzipierter Substrate, wie am intensiveren Signal im Anti-HA Blot erkennbar ist.
Für beide Proteinvarianten ließen sich unter Einsatz von HA-UbK11only, HA-UbK27only-, HA-
UbK29only-, HA-UbK33only- und HA-UbK63only-GFP eine mit der Kontrolle (HA-UbWt-GFP) ver-
gleichbare Polyubiquitierung Myc-präzipitierter Substrate detektieren (Abbildung 20A und B).
Darüber hinaus konnten für das Lysin-haltige und Lysin-freie Protein keine polyubiquitinierten
Substrate nachgewiesen werden, wenn die Zellen mit HA-UbK6only-GFP transfiziert worden wa-
ren. Durch densitometrische Analyse der Ub-Signale ließ sich des Weiteren zeigen, dass NY-
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Abbildung 21: HeLa-Zellen wurden sequentiell mit HA-UbWt-GFP oder HA-UbK0-GFP und
pcDNA3.1, NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 oder MART-1 transfiziert. A Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE und WB auf die Expression von HA-markierten Polyubiquitinkonjugaten sowie Myc,
GFP und β -Actin untersucht. Dargestellt ist ein repräsentatives von drei unabhängigen Experi-
menten. B 16h nach der zweiten Transfektion wurden die Zellen zur Anreicherung von Polyubi-
quitinkonjugaten zusätzlich für 6h mit 10µM MG132 behandelt und Myc-markierte Proteine in
einer IPräz in bekannter Weise isoliert. Die Eluate sowie Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE
und WB mit den jeweilig angegebenen AK untersucht. Dargestellt ist ein repräsentatives von zwei
unabhängigen Experimenten.
ESO-1K0 im Vergleich zum WT-Protein durch eine verstärkte Verknüpfung mit HA-UbK11only-,
HA-UbK29only- und HA-UbK33only-GFP charakterisiert war (Abbildung 20C und D). Allerdings
lag der entscheidende Unterschied zwischen beiden Proteinen darin, dass unter Einsatz von HA-
UbK48only, lediglich für NY-ESO-1, nicht jedoch für NY-ESO-1K0, ein mit der Kontrolle (HA-
UbWt-GFP) vergleichbares Ub-Signal detektiert wurde (Abbildung 20A und B). Der Verlust an
K48-Poly-Ub-Ketten des Lysin-freien Proteins war besonders in der densitometrischen Auswer-
tung der Daten deutlich (Abbildung 20C und D). Diese Ergebnisse legten nahe, dass ohne das
Lysin 124 eine K48-Polyubiquitinierung von NY-ESO-1 nicht möglich war, was auf die Präsenta-
tion des NY-ESO-1157−165 Epitops allerdings keinen Einfluss nahm (Abbildung 11 und 16).
Das Fehlen aller Lysine im Ub-Proteins verhindert die Bildung von K6-, K11-, K27-,
K29-, K33-, K48- und K63-verknüpfter Poly-Ub-Ketten sowie deren Verzweigungen. Genau wie
das Zielprotein besitzt Ub eine freie NH2-Gruppe am N-terminalen Methionin, die ebenfalls, wie
die ε-ständigen NH2-Gruppe der sieben Lysine, zur Ubiquitinierung verwendet werden kann (103).
Auf diese Weise entstehen sogenannte lineare Ketten, die sich durch eine N-zu-C-Verknüpfung der
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einzelnen Ub-Moleküle untereinander auszeichnen. Sie sind ihrerseits in der Lage, Proteine für den
proteasomalen Abbau zu markieren (105).
Abbildung 16 verdeutlicht, dass durch den Einsatz eines Ub-Moleküls, in dem alle sieben Lysine
durch Arginine ersetzt worden waren, die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops unbeein-
flusst blieb. Um zu untersuchen, ob die Überexpression von HA-UbK0-GFP einen Einfluss auf die
Polyubiquitinierung der gesamten Zellproteine und das steady-state Level von NY-ESO-1 bzw.
NY-ESO-1K0 nahm, wurden HeLa-Zellen sequentiell mit HA-UbWt- oder -UbK0-GFP sowie pcD-
NA3.1, NY-ESO-1, NY-ESO-1K0 bzw. MART-1 transfiziert.
Die Analyse der Zelllysate mittels SDS-PAGE und WB zeigte, dass es durch Einsatz von HA-
UbK0-GFP weder für NY-ESO-1 noch für NY-ESO-1K0 zu einer Akkumulation des reifen Proteins
kam (Abbildung 21A). Diese Beobachtung deckte sich mit den Ergebnissen aus Abbildung 16C
und D sowie der durch HA-UbK0-GFP ebenfalls unveränderten Antigenpräsentation (Abbildung
16A und B). In gleichem Maße blieb auch das steady-state Level des reifen MART-1 Proteins von
der Überexpression mit HA-UbK0-GFP unbeeinflusst. Dessen ungeachtet reduzierte sich die HA-
Polyubiquitinierung der gesamten Zellproteine durch den Einsatz der Lysin-freien Ub-Mutante
eindrucksvoll, erkennbar am deutlich schwächeren Ub-Signal im HA-IB (Abbildung 21A).
Um nachzuweisen, dass NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0 ebenfalls von dieser Veränderung betroffen
waren, wurde der gleiche Versuch mit einer zusätzlichen Inhibition proteasomaler Aktivität mit-
tels 6-stündiger Behandlung mit 10µM MG132 durchgeführt, um den Abbau polyubiquitinierter
Substrate zu unterdrücken. Myc-markierte Proteine wurden in bekannter Weise durch eine IPräz
isoliert und die Eluate mittels SDS-PAGE und WB analysiert. Durch den Einsatz von HA-UbK0-
GFP wurde sowohl in Zellen, die NY-ESO-1, als auch in Zellen, die NY-ESO-1K0 exprimierten,
deutlich weniger polyubiquitinierte Substrate detektiert, was sich in Abbildung 20 bereits andeu-
tete.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das lysinfreie Ubiquitinkonstrukt die Bildung von
HA-Poly-Ub-Ketten auf allen Zellproteinen sowie auf NY-ESO-1 unterdrückte. Allerdings ver-
blieb auch in diesen Zellen für NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 ein residuales HA-Signal sichtbar,




4.1 Diskussion ausgewählter Methoden
4.1.1 Analyse der Ubiquitinierungsprofile isolierter NY-ESO-1 Proteine
Zur Untersuchung des Ubiquitinierungsprofils eines spezifischen Proteins mit besonderem Augen-
merk auf Gesamtpolyubiquitinierung, Akzeptorstellen, homogene (Ub-Ub) oder heterogene Ver-
knüpfungen (Ub-UBL) in linearer oder verzweigter Form stehen unterschiedliche Möglichkeiten
zur Verfügung.
Experimentelles Design Unter physiologischen Bedingungen liegt nur ein Bruchteil aller Protei-
ne in ubiquitinierter Form vor (138, 139), wodurch der Nachweis eines Ub-modifizierten Substrates
ohne geeignete Methoden zur Signalverstärkung kaum möglich ist. Um den Anteil verfügbarer Ub-
Moleküle in der Zelle zu erhöhen, diente die Überexpression eines N-terminal HA-markierten Ub-
GFP Fusionsproteins (108). Das Fusionsprotein wird intrazellulär durch UCH-vermittelte Spal-
tung freigesetzt, wodurch die Transfektion mittels IB gegen GFP kontrolliert werden kann (138).
Gleichzeitig reduziert die Überexpression die Biosynthese des endogenen Ub sehr stark (110), so-
dass der Nachweis von ubiquitinierten Substraten stets mit Hilfe des deutlich sensitiveren HA-AK
erfolgte. Durch diese Verfahrensweise bleibt ein kleiner Anteil an Modifikationen mit endoge-
nen Ub-Proteinen unerkannt. Allerdings betreffen Veränderungen, die auf diese Weise entstehen,
immer beide Proteinvarianten, sodass Unterschiede zwischen NY-ESO-1K0 und seinem Lysin-
haltigen Pendant im Anti-HA IB nicht auf die Markierung mit endogenem Ub zurückgeführt wer-
den können. Zudem zeigte die Verwendung des Ub-AK (FK2), der sowohl Mono- als auch Poly-
ubiquitinierung erkennt, unter nicht reduzierenden Bedingungen keinen Unterschied im Vergleich
zum Anti-HA IB (Abbildung 18A).
Zur selektiven Untersuchung der Modifikationen von C-terminal Myc-markierten NY-ESO-1 Pro-
teinen erfolgte die Anreicherung mittels einer gegen Myc-gerichteten IPräz. Zusätzlich wurden
HA-Ub-GFP und NY-ESO-1/NY-ESO-1K0 exprimierende Zellen mit 10µM MG132 zur Inhibi-
tion der proteasomalen Aktivität behandelt, um den Abbau polyubiquitinierter Substrate zu ver-
langsamen. Der hemmende Effekt von MG132 in der verwendeten Konzentration (10µM) auf die
Aktivität lysosomaler Cysteinproteasen und Calpaine (28) spielte für die Charakterisierung des
Ubiquitinierungsprofils von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 keine Rolle. Die Abhängigkeit der Prä-
sentation des NY-ESO-1157−165 Epitops von der proteasomalen Aktivität wurde genau aus diesem
Grund mit Hilfe proteasomspezifischer α’β ’-Epoxyketoninhibitoren nachgewiesen.
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Ub-Akzeptorstellen NY-ESO-1 bietet den Vorteil, dass es lediglich ein einziges Lysin im gesam-
ten Protein enthält. Deshalb stellte die molekularbiologische K→R Substitution mit anschließender
Analyse Myc-präzipitierter Substrate mittels SDS-PAGE und IB gegen HA-Ub eine sehr zielge-
richtete und effiziente Methode zur Detektion Lysin-gebundener Ubiquitinierung dar. Da beide
Aminosäuren Seitenketten mit basischen Eigenschaften enthalten, ist davon auszugehen, dass die
biochemischen Eigenschaften des Proteins weitgehend erhalten blieben.
Serin- und Threonin-verankerte Ubiquitinierung ließ sich, aufgrund der Labilität der Carboxyester-
bindung gegenüber basischen pH-Werten, sehr einfach durch die Behandlung Myc-präzipitierter
Substrate mit 50mM NaOH nachweisen. Eine Behandlung mit 600mM DTT böte die Möglich-
keit zur Identifizierung von Cystein-gebundenem Ub (101). Auf diese Art und Weise lässt sich
zwar keine Informationen über die Position der modifizierten AS erhalten, allerdings bestände
die Möglichkeit, dass mehr als eine Akzeptorstelle der 28 Serine, Threonine und Cysteine des
NY-ESO-1-Myc/HIS Fusionsproteins zur Ubiquitinierung verwendet werden. Bedenkt man die
möglichen Kombinationen, so wären im Falle von einer bzw. 27 alternativen Ub-Akzeptorstelle





















= 40.116.600 Plasmide nötig,
um die Akzeptorstellen molekulargenetisch exakt zu charakterisieren.
Die Detektion N-terminaler Ubiquitinierung durch Fusion eines 6-fachen Myc-Tags (103) stellt
einen alternativen Ansatz dar und böte zudem die Möglichkeit den Einflusses N-terminaler Ubi-
quitinierung auf die Antigenprozessierung in cellulo zu analysieren. In diesem Zusammenhang
wurde bereits gezeigt, dass die N-terminale Markierung von MyoD mit 6x Myc dessen Abbau in
vitro und in vivo verlangsamt statt beschleunigt (103). Allerdings bestünde für NY-ESO-1 wei-
terhin die Gefahr, dass die 30 zusätzlichen potentiellen Ub-Akzeptorstellen (6xK, 24xS/T) das
Ergebnis beeinflussen. Aus diesem Grund nahmen wir von dieser Methode Abstand.
Einen alternativen Ansatz zur Charakterisierung der Ub-Akzeptorstellen stellt die Analyse gerei-
nigter NY-ESO-1 Substrate mittels MS dar (139). Bottom-up MS analysiert Peptide, die durch den
Verdau mit z. B. Trypsin (proteolytische Aktivität C-Terminal von Arginin und nicht-modifiziertem
Lysin) oder einer anderen Protease entstehen. Da die drei unmittelbar C-terminal gelegenen AS
des Ub-Proteins R-G-G sind, entstehen durch den proteolytischen Prozess mit Trypsin, aus ubi-
quitinierten Proteinen Peptide mit einem Diglycyl-Rest. Deren Änderung des Masse/Ladungsver-
hältnisses im Vergleich zu unmodifizierten Peptiden ist massenspektrometrisch detektierbar. Aller-
dings lässt sich durch Standard-MS-Verfahren eine Modifikation mit Ub nicht von einer mit ISG15
oder NEDD8 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8) unterscheiden
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(139), wodurch eine differenzierte Markierung (z. B. mit stabilen Isotopen) notwendig geworden
wäre. Darüber hinaus besaßen die am Institut für Biochemie im Zeitraum der Arbeit verfügba-
ren ESI- und MALDI-Massenspektrometer keine ausreichende Sensitivität zur Unterscheidung
Diglycyl-modifizierter von unmodifizierten Peptiden, sodass die Geräte die Durchführung der be-
schriebenen Experimente nicht gewährleisteten.
Polyubiquitinketten Zur Identifikation der mit NY-ESO-1 verknüpften Poly-Ub-Ketten wurde
N-terminal HA-markiertes Ub, in dem alle oder 6/7 Lysine durch Arginine substitutiert wurden,
in HeLa-Zellen überexprimiert und Myc-präzipitierte Substrate mittels SDS-PAGE und IB gegen
HA analysiert. Im Vergleich dazu eignet sich MS als sensitivere und physiologischere Alternative,
da es die zelluläre Homöostase unberührt lässt. Allerdings ist für die Beantwortung dieser Frage-
stellung eine top-down MS-Analyse vonnöten (Sensitivitätsproblem siehe oben).
Im Gegensatz dazu existierten bereits Erfahrungen mit den einzelnen HA-UbMut-GFP Konstruk-
ten (Ebstein et al., unveröffentlichte Daten). Aus diesem Grund stellte die Identifizierung der Ub-
Verknüpfungen auf NY-ESO-1 mittels Co-Transfektion der HA-UbKx−only-GFP sowie einem der
NY-ESO-1 Konstrukte eine sehr zielgerichtete Vorgehensweise im Rahmen dieser Arbeit dar. Da-
rüber hinaus erlaubte die Verwendung der HA-UbKxR-GFP Konstrukte die Bestimmung des Ein-
flusses einzelner Ub-Ketten auf die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops.
4.1.2 Auswertung der Antigenpräsentationsexperimente
Zur Auswertung der Antigenpräsentationsexperimente stehen prinzipiell direkte und indirekte Ver-
fahren zur Verfügung. Eine direkte Analyse umfasst die Detektion des Epitop:MHC Klasse I Kom-
plexes mittels eines AK. z. B. 25D1.16 für H2-Kb:SIINFEKL (106). Für NY-ESO-1157−165:HLA-
A2 Komplexe ist bisher kein kommerzieller AK erhältlich. Die Generierung eines spezifischen AK
hätte den Rahmen dieser Arbeit überschritten.
Die indirekte Variante beinhaltet unter anderem die Detektion der Effektorfunktion CD8+ T-Zellen
(Lyse der Zielzellen, z. B. durch Cr-release assay) oder der Antigen-induzierten Zytokinfreiset-
zung Epitop-spezifischer CD8+T-Effektorzellen. Zum Nachweis sezernierter Zytokine wie IFNγ
eignen sich vor allem ezyme-linked immunospot (ELISPOT), ICC/FACS und ELISA. ELISPOT
und ICC/FACS sind im Vergleich zum ELISA deutlich sensitiver in der Detektion zytokinpositi-
ver Zellen und verhindern den Konsum der produzierten Botenstoffe durch die analysierten Zellen
selbst, wodurch Messfehler möglichst reduziert werden. Der ELISPOT stellt im Gegensatz zum
ELISA allerdings ein eher qualitatives Verfahren dar und eignet sich vorwiegend zur Detektion
der Frequenz epitopspezifischer T-Zellen (140). Seine Aussagekraft für die Quantifizierung der
gebildeten Zytokine einer monoklonalen CD8+ T-Effektorzellpopulation ist jedoch eingeschränkt,
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weswegen er für die Auswertung der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente nicht zur An-
wendung kam. Die Analyse verschiedener E:T-Verhältnisse (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1, 32:1) bei un-
terschiedlichen experimentellen Bedingungen führt rasch zu einer großen Anzahl an auszuwerten-
den Proben (>100), wodurch sich eine Analyse mittels ICC/FACS nicht effizient gestalten würde.
Da in den durchgeführten Antigenpräsentationsexperimenten die Analyse der Gesamtkonzentra-
tion an sezerniertem IFNγ für die Auswertung ausreichend sensitiv war, wurde der ELISA als
Methode der Wahl festgelegt.
4.1.3 Statistische Methoden
Die IFNγ-Produktion einer einzelnen T-Zelle einer monoklonalen T-Zellpopulation (wie RG39 T-
Zellen) ausgelöst durch TCR:MHC:Epitop-Interaktion, strebt bei einer hinreichend großen Anzahl
an gemessenen Ereignissen aufgrund deren biologischen Eigenschaften einer Normalverteilung
entgegen (141). In jedem Antigenpräsentationsexperiment wurden 20.000 CD8+ RG39 T-Zellen
eingesetzt, die eine ausreichend große Population der Grundgesamtheit darstellen, wodurch die
Normalverteilung widergespiegelt wird. Daraus ergibt sich, dass die Summen der IFNγ-Konzen-
trationen beliebiger Populationen aus 20.000 RG39 T-Zellen ebenfalls normalverteilt sind. Aus
diesem Grund ist die Anwendung eines ungepaarten t-Tests bzw. des one-way ANOVA für normal-
verteilte Daten zum Vergleich der Mittelwerte der Summen der IFNγ-Konzentrationen von RG39
T-Effektorzellen zwischen stimulierter und Kontrollgruppe zulässig. Die t-Verteilung berücksich-
tigt sogar bei kleinen Stichproben, die Anzahl der Replikate bei der geometrischen Ermittlung
der Überschreitungswahrscheinlichkeit (p), sodass die Ergebnisse, trotz eingeschränkter Güte, mit
ausreichend großer Sicherheit als signifikant zu beurteilen sind, wenn p kleiner als 0,05 ist. Bei
mehr als zwei zu analysierenden Gruppen ist die Anwendung des one-way ANOVA dem t-Test
vorzuziehen, da sich ansonsten der Fehler erster Art multipliziert.
4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Unterschiede der Ubiquitinierungsprofile von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0
Gesamtpolyubiquitinierungsprofil
Die Substitution der theoretischen Hauptubiquitinierungsstelle - des einzigen Lysins von NY-ESO-
-1 führte, anders als es für eine Reihe anderer Proteinen beschrieben worden ist, nicht zu einem
reduziertem (101, 103, 137), sondern zu einem verstärkten Nachweis polyubiquitinierter Substrate
(Abbildung 17). Diese ließen sich jedoch lediglich durch den Einsatz von MG132 anreichern, was
am ehesten der Inhibition der proteasomalen Aktivität zugesprochen werden kann.
Eine Erklärung für den vermehrten Nachweis ubiquitinierter Substrate von NY-ESO-1K0 im Ver-
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gleich zu NY-ESO-1 wäre, dass nicht jedes einzelne Protein verstärkt polyubiquitiniert wird, son-
dern lediglich der relative Anteil modifizierter Proteine erhöht ist. Allerdings zeigten sich kei-
ne Unterschiede im steady-state Level von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0. Daher ist nicht anzu-
nehmen, dass die K124R Mutation einen verlangsamten Abbau des Proteins oder eine biochemi-
sche Instabilität zur Folge hat, wodurch NY-ESO-1K0 anfälliger für die Modifikation mit Ub ist.
Ein Nachweis längerer Poly-Ub-Ketten ist ebenfalls zu bezweifeln, weil sich die stärkeren HA-
Ub-Signale gleichmäßig über alle Molekulargewichte erstreckten und nicht auf hochmolekulare
Substrate beschränkt waren (Abbildung 17A). Des Weiteren konnte ausgeschlossen werden, dass
nicht-kovalent an NY-ESO-1K0 gebundene Proteine mit der Detektion ubiquitinierter Substrate in-
terferieren, da eine intensive Behandlung mit NaCl-Konzentrationen (3M), bei denen selbst AK
aus ihrer Bindung gelöst werden können (142), die Gesamtpolyubiqutinierungsprofile der beiden
Proteine nicht veränderten (Abbildung 17B).
Ub-Akzeptorstellen von NY-ESO-1 Die Ursache für die stärkere Polyubiquitinierung von NY-
ESO-1K0 im Vergleich zu NY-ESO-1 lag den vorliegenden Ergebnissen zufolge in der Verwendung
Lysin-unabhängiger Ub-Akzeptorstellen. Beide Proteinvarianten enthielten zwar kein N-Terminal
gebundenes Poly-Ub (Abbildung 19), stattdessen wurden unter anderem Serine und Threonine
als Ub-Akzeptorstellen verwendet (Abbildung 18). Die in dieser Arbeit verwendete Methode lie-
fert zwar keine Information darüber, wieviele der 23 Serine und Threonine ubiquitiniert vorlagen,
allerdings erscheint eine erhöhte Anzahl an ubiquitinierten AS als Grund für die verstärkte Poly-
ubiquitinierung von NY-ESO-1K0 unwahrscheinlich, da die Unterschiede im Gesamtpolyubiqui-
tinierungsprofil zwischen Lysin-haltigem und -freiem Protein auch nach Behandlung mit NaOH
nachgewiesen werden konnten (Abbildung 18A). Deutlich wahrscheinlicher ist hingegen eine zu-
sätzlich präferierte Ubiquitinierung der fünf Cysteine in NY-ESO-1K0, da die Verwendung des Ub-
AK (FK2) auf dem Lysin-freien Protein deutlich mehr NaOH-resistente Ub-Konjugate nachwies
als auf dem Lysin-haltigen Protein (Abbildung 18A). Unter Berücksichtigung, dass beide Proteine
nicht N-terminal ubiquitiniert werden, verbleiben, für die durch FK2 erkannten K29- K48- und
K63-Ketten, lediglich Cysteine als verfügbare Ub-Akzeptorstellen auf NY-ESO-1K0.
Polyubiquitinketten auf NY-ESO-1 Ein weiterer entscheidender Unterschied der beiden Prote-
invarianten bestand den vorliegenden Ergebnissen zufolge in dem Verlust von K48-verknüpften
Poly-Ub-Ketten auf NY-ESO-1K0, deren Akzeptorstelle in NY-ESO-1 mit großer Sicherheit durch
das Lysin an Position 124 repräsentiert wird (Abbildung 20A und B). Aus diesem Grund werden
die NaOH-resistenten Poly-Ub-Konjugate auf NY-ESO-1K0, die durch Einsatz des Ub-AK (FK2)
aufgedeckt wurden (Abbildung 18A), durch K29- und K63-Ketten widergespiegelt, die sich auf
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beiden Proteinen nachweisen ließen (Abbildung 20A und B).
Ein Wechsel der Akzeptorstellen K29- und K63-verknüpfter Poly-Ub-Ketten von Serinen/Threo-
ninen zu Cysteinen würde diese Beobachtung erklären. Allerdings demonstrierte die densitometri-
sche Analyse der Poly-Ub-Signale beider Proteine eine verstärkte Verknüpfung von NY-ESO-1K0
mit K11-, K29- und K33-Ketten (Abbildung 20C und D). Daher ist dem verstärkten Nachweis
NaOH-stabiler Ub-Konjugate auf NY-ESO-1K0 (Abbildung 18A) am ehesten eine gesteigerte Bil-
dung Cystein-gebundener K29-Ketten zuzuschreiben. Vor diesem Hintergrund kann auch der ver-
mehrten Bildung von K11- und K33-Ketten die Nutzung zusätzlicher Akzeptorstellen (wie Cystei-
ne) zu Grunde liegen.
Beide Proteine zeichnen sich demzufolge durch alternative Poly-Ub-Ketten (K11, K27, K29, K33,
K63), gebunden an alternativen Ub-Akzeptorstellen (C, S, T) aus. Zudem ist der Verlust an Lysin-
verankerten K48-Ketten auf NY-ESO-1K0 mit einer verstärkten Verknüpfung von K11-, K29- und
K33-Ketten gekennzeichnet, von denen K29-Ketten über Cysteine mit NY-ESO-1K0 verbunden
sind. Die Analyse der Ubiquitinierungsprofile beider NY-ESO-1 Proteine mittels MS böte die
Möglichkeit, die Aussagen über die Akzeptorstellen spezifischer Kettenarten zu präzisieren.
4.2.2 Prozessierung des NY-ESO-1157−165 Epitops
β2 und β1 als treibende Kraft der Epitopgenerierung
Die vorliegende Arbeit hatte sich zum Ziel gesetzt, nicht nur die Ub-Akzeptorstellen und Ub-
Verknüpfungen auf NY-ESO-1 zu charakterisieren, sondern ebenfalls deren Einfluss auf die Prä-
sentation des NY-ESO-1157−165 Epitops zu untersuchen. Die Substitution des einzigen Lysins
durch Arginin zeigte keinen Einfluss auf die Präsentation des HLA-A2+ restringierten NY-ESO-
-1157−165 Epitops. Weil die Ubiquitinierung als Voraussetzung für den Abbau eines gegebenen
Substrates durch das 26S Proteasom gilt, stellte sich die Frage, inwieweit die direkte Präsentation
des NY-ESO-1157−165 Epitops proteasomaler Prozessierung unterlag.
In diesem Zusammenhang existieren in der Literatur kontroverse Ergebnisse (116, 117). Chen et
al. beobachteten auch nach proteasomaler Inhibition mit Lactacystin eine Aktivierung NY-ESO-
-1157−165 spezifischer CD8+ T-Zellen (116). Im Gegensatz dazu wiesen Batchu et. al (117) eine
verlängerte Halbwertszeit des reifen NY-ESO-1 in Protein-transduzierten DCs bei eingeschränkter
proteasomaler Aktivität durch das Peptidaldehyd N-acetyl-L-leucyl-L-norleucinal (LLNL) nach.
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Hemmung der Aktivität aller katalytisch-aktiven UE
des 20S Standardproteaoms eine drastische Reduktion (80% für NY-ESO-1 und 100% für NY-
-ESO-1K0) der Antigenpräsentation (Abbildung 13C und D). Diesen unterschiedlichen Ergebnis-
sen kann unter anderem die Verwendung verschiedener Zielzellen (.45- und .174-Melanomzellen
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(116), DCs (117), HeLa-Zellen) bzw. eine unterschiedliche Art der Antigenapplikation (virale
Transduktion (116), Proteintransduktion (117), Transfektion von Plasmid-DNA) zu Grunde lie-
gen. Diesbezüglich wurde erst kürzlich gezeigt, dass die Anforderungen der Prozessierung bei
sich unterscheidender Antigenquelle in den gleichen Zielzellen bzw. gleicher Antigenquelle in
unterschiedlichen Zielzellen stark differieren können (106). Ferner nutzten Chen et al. (116) zur
Hemmung der proteasomalen Aktivität NY-ESO-1 exprimierender Melanomzellen 1µM Lactacy-
stin, das in genannter Konzentration lediglich die ChT Aktivität (β5, LMP7, LMP2) vollständig
inhibiert (136). Da sich die Aktivität von β5 negativ auf die Generierung ihres Kontrollepitops
M158−66 (Influenza A Virus) auswirkte (143), ist es denkbar, dass ein Effekt von β1 und β2 auf
die Generierung des NY-ESO-1157−165 Epitops nicht erfasst wurde.
Der Einsatz von PR893 (isolierte Hemmung von β5) zeigte in HeLa-Zellen, in denen durch In-
hibitortitrationsexperimente nur die Existenz von SP-UE nachgewiesen werden konnten (Ebstein
et al., unveröffentlichte Daten), keinen Hinweis auf eine Beteiligung von β5 an der Antigenpro-
zessierung (Abbildung 13C und D). Im Gegensatz dazu lässt die substantielle Reduktion (ca. 55%
bzw. 40%) der IFNγ-Produktion NY-ESO-1157−165 spezifischer T-Zellen durch Einsatz von YU-
102 darauf schließen, dass β1 die Bildung des antigenen Peptids begünstigt. Da β5 keinen Einfluss
auf die Generierung des Epitops nimmt, liegt der Hemmung der Antigenpräsentation durch 250nM
Epoxomicin (β2, β5) eine verminderte katalytische Aktivität von β2 zu Grunde. Diese Schlussfol-
gerung wird zusätzlich durch eine signifikante Reduktion der Präsentation des NY-ESO-1157−165
Epitops bei Einsatz von Epoxomicin und YU-102 (β1, β2, β5) im Vergleich zur Inhibition mit
PR893 und YU-102 (β1, β5) unterstrichen (Abbildung 13C und D). Dementsprechend sind β2
und β1 die entscheidenden Kräfte in der Generierung des NY-ESO-1157−165 Epitops bzw. eines
relevanten Vorläuferpeptids aus NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0.
Die Beteiligung unterschiedlicher Proteasomsubpopulationen
Das IP gilt dem SP als überlegen in Bezug auf die Fähigkeit zur Bildung MHC Klasse I gebun-
dener Epitope (43, 44). Allerdings existiert eine Reihe von Untersuchungen, die diese Ansicht für
definierte Epitope in Frage stellt (45, 48, 49, 57). Darüber hinaus lassen Veröffentlichungen, in
denen IP-knock-out (KO)-Mäuse verwendet wurden, um die Effizienz in der Epitopgenerierung
zwischen IP und SP zu vergleichen (52, 54), die Komposition der entstandenen Subpopulationen
in APZ häufig unbeachtet. Ferner wurde gezeigt, dass in artifiziellen Systemen Assemblierungsre-
geln nicht ausnahmslos greifen (40) und dass IntP zum Teil Standard- und Immunoproteasom in
der Generierung einzelner Epitope überlegen sind (57) sowie die Diversität an antigenen Peptiden
vergrößern (60). Zudem stellen sie einen Großteil (bis zu 40%) der Proteaomsubpopulationen in
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reifen DCs dar (57), wodurch ihre Bedeutung für das Priming naiver CD8+ T-Zellen unterstrichen
wird. Aus diesen Gründen ist eine genaue Differenzierung der Subpopulationen erforderlich, um
die katalytischen und strukturellen Effekte der einzelnen UE auf die Generierung eines spezifi-
schen Epitops zu beurteilen. Da die Prozessierung der katalytischen β -UE erst im finalen Schritt
der 20S Proteasomassemblierung (Dimerisierung von zwei 15S α/β -Komplexen) stattfindet (15),
war die Analyse der proteasomalen Subpopulationen mittels SDS-PAGE und IB eine adäquate Me-
thode zur Beantwortung der Fragestellungen dieser Arbeit.
Die Behandlung von 33/2-Zellen mit siRNA gegen LMP7 demonstrierte eine verminderte Bio-
synthese von β5i mit einem parallel verstärkten Einbau von β5 (Abbildung 14E). Daraus resul-
tierte eine Konformation des 20S Proteasoms, bestehend aus β5, LMP2 und Mecl-1, die den As-
semblierungsregeln widerspricht (58, 59), allerdings bereits in Hepatozyten und Milzzellen von
LMP7−/−-Mäusen nachgewiesen wurde (40). Ergebnisse einer älteren Untersuchung bestätigend
(116), stand diese Proteasomsubpopulation dem IP bezüglich der Aktivierung NY-ESO-1157−165
spezifischer T-Zellen in keiner Weise nach (Abbildung 14A und B). Deshalb erscheint ein struk-
tureller Effekt von LMP7, wie für die Generierung des HBcAg141−151 Epitops beschrieben (47),
eher unwahrscheinlich. Da die katalytische Aktivität von β5 nicht zur Epitopgenerierung beiträgt,
ist eine Beteiligung der Aktivität von LMP7 ebenfalls nicht zu erwarten.
Der knock-down von LMP2 verminderte gleichfalls den Einbau von Mecl-1 mit parallel verstärk-
ter Expression von β1 und β2 (Abbildung 14E). Daraus ergab sich die für das natürlich vor-
kommende LMP7-IntP typische Konfiguration (57) sowie nach Behandlung mit siRNA gegen
LMP2 und LMP7 die des SP (Abbildung 14E). In beiden Fällen ließ sich eine stärkere Aktivierung
NY-ESO-1157−165 spezifischer T-Zellen im Vergleich zu Kontroll-siRNA detektieren (Abbildung
14A-D). Demnach sind SP und LMP7-IntP hinsichtlich der Fähigkeit das NY-ESO-1157−165 Epi-
top zu generieren dem IP überlegen. NY-ESO-1157−165 gehört damit wie MART-126−35 (48) und
GP10040−42/47−52 (49) zu einer wachsenden Familie von Peptiden, deren Generierung durch das
IP reduziert wird. Gleichzeitig ist es neben MAGE-A3271−279 (57) ein weiteres Epitop, dessen Bil-
dung durch LMP7-IntP vermittelt wird.
Als Ursache der Ergebnisse kommen strukturelle oder katalytische Effekte in Frage, die entweder
durch die Abwesenheit von LMP2 bzw. Mecl-1 oder durch die Anwesenheit von β1 bzw. β2 her-
vorgerufen werden. Da der Einbau von Mecl-1 nicht vollständig stattfindet (55) und die Substrat-
bindungskanäle von Mecl-1 und β2 nahezu identisch sind (144), ist die verbesserte Antigenpräsen-
tation kaum auf den Einbau von β2 statt Mecl-1 zurückzuführen. Demnach ist der Austausch von
LMP2 mit β1, das eine besondere Rolle bei der Bildung des NY-ESO-1157−165 Epitops spielt (Ab-
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bildung 13C und D), für die verstärkte IFNγ-Produktion von RG39 T-Zellen nach Behandlung von
33/2-Zellen mit siRNA gegen LMP2 bzw. LMP2/LMP7 verantwortlich (Abbildung 14A-D). Diese
Beobachtungen stehen zum Teil im Widerspruch zu bereits veröffentlichten Ergebnissen (116), die
der Abwesenheit von LMP2 keinen Effekt auf die Präsentation von NY-ESO-1157−165 zuschrie-
ben, obwohl der damals beobachtete Effekt zwischen LMP2−/− und WT-Zellen mit den Daten
der vorliegenden Arbeit vergleichbar ist. Um katalytische von strukturellen Effekten zu differen-
zieren, können Experimente Auskunft geben, in denen die Aktivitäten von LMP2 bzw. Mecl-1 in
33/2-Zellen (z. B. mit YU-102 und LU-102) gehemmt werden oder katalytisch inaktives LMP2
bzw. Mecl-1 verwendet wird (nach (47)).
Der Einfluss der Ubiquitinierung auf die Antigenpräsentation
Inwiefern die posttranslationale Modifikation mit Ub, ganz besonders in Bezug auf Akzeptor-
stellen und Verknüpfungen, Einfluss auf die Prozessierung eines Antigens nimmt, wird stark von
der präsentierenden Zelle und der intrazellulären Lokalisation des potentiellen Antigens bestimmt
((106, 110) und Kapitel 1.4.5).
Die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops hängt nahezu vollständig von der Aktivität des
20S Proteasoms ab (Abbildung 13). Obwohl NY-ESO-1K0 ein stärkeres Gesamtpolyubiquitinie-
rungsprofil als das Wildtypprotein aufwies (Abbildung 17), ließ sich durch Substitution des ein-
zigen Lysins im gesamten NY-ESO-1 Protein mit Arginin keine Veränderung in der Präsentation
des HLA-A2 restringierten NY-ESO-1157−165 Epitops detektieren (Abbildung 11). Trotzdem ge-
lang es, eine Ub-abhängige Präsentation durch Verminderung der Biosynthese der Ub-Rezeptoren
Rpn10 bzw. Rpn13 des 19S RP mittels siRNA zu belegen (Abbildung 15). Für beide NY-ESO-1-
Varianten reduzierte sich dabei die Aktivierung epitopspezifischer T-Zellen um 100% (siRpn10)
bzw. 50% (siRpn13). Der Doppel-knock-down von Rpn10 und Rpn13 entpuppte sich als nicht glei-
chermaßen potent wie der von Rpn10 allein, was sich auf die unvollständige Herrunterregulierung
von Rpn10 zurückführen lässt. Diese Beobachtungen weisen auf eine Bestätigung der Asymmetrie
eines 30S Proteasoms bezüglich der Verteilung der beiden internen Ub-Rezeptoren auf die zwei
19S RP hin (83), die sich folglich in ihrer Funktionsweise unterschieden. Während ein 19S RP sei-
ne volle Wirkung nur dann entfalten würde, wenn beide Rezeptoren gleichzeitig vorliegen, genügte
dem anderen allein die Anwesenheit von Rpn10. Allerdings trüge jeder 50% zur Gesamtfunktion
bei. Zusammengefasst suggerieren diese Ergebnisse eine Art Hierarchie in der biologischen Be-
deutung der beiden Ub-Rezeptoren des 19S RP, wie sie durch die deutlich vorzeitige Letalität von
Rpn10−/−- (Embryonalperiode) im Vergleich zu Rpn13−/−-Mäusen (Neonatalperiode) bereits an-
gedeutet wurde (81, 82).
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Neben pp65495−503 (4) und GP10047−52/40−42 (108) gehört damit NY-ESO-1157−165 zu einer
Gruppe von MHC Klasse I Epitopen, deren Präsentation durch die Aktivität von Rpn10 vermittelt
wird. Darüber hinaus weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, als bis dato einzige, eben-
falls Rpn13 eine besondere Stellung in der Präsentation MHC Klasse I gebundener Epitope zu.
Die klinische Bedeutung unserer Erkenntnisse für die Anti-Tumor-Therapie wird durch eine Studie
hervorgehoben, die den Effekt eines Rpn13-spezifischen Inhibitors (RA190) in Ovarialkarzinom-
tragenden Mäusen untersuchte (145). Zum einen demonstrierten die Autoren in dieser Veröffent-
lichung einen direkt cytotoxischen Einfluss von RA190 auf Tumorzellen. Zum anderen zeigten
sie, dass RA190 die inhibierende Wirkung von MDSCs auf Anti-Tumor-CD8+ T-Effektorzellen
minimiert. In diesem Kontext könnte sich die 50%-ige Inhibition der Antigenpräsentation des ova-
riellen Tumorantigens NY-ESO-1 durchaus als vorteilhaft erweisen, da durch die Behandlung mit
RA190 die Erkennung von Karzinomzellen durch CD8+ T-Effektorzellen erhalten bliebe.
Obwohl NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 Ub-abhängig durch 26S Proteasomen abgebaut werden,
schlugen sich die quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Ubiquitinierungsprofile (Abbildung
17, 18 und 20) nicht in einer veränderten Antigenpräsentation nieder (Abbildung 11). Die effi-
ziente Epitopgenerierung wird demzufolge bei Abwesenheit von K48-Poly-Ub-Ketten durch al-
ternative Verknüpfungen vermittelt. Deren wurde Erkennung bislang lediglich für Rpn10 in vitro,
nicht jedoch, wie in der vorliegenden Arbeit, in cellulo, geschweige denn für Rpn13 beschrieben
(75, 76, 77).
Von solch alternativen Ketten ließen sich auf NY-ESO-1K0 alle bis auf K6-Ketten detektieren
(Abbildung 20B), wobei K11, K27 und K29 im Vergleich zum WT-Protein sogar noch stärker
vertreten waren (Abbildung 20C und D). Zu bemerken ist, dass all diese Ketten bei Einsatz von
MG132 detektiert wurden, was ihr Potenzial unterstreicht, NY-ESO-1 Proteine zum Abbau durch
26S Proteasomen zu markieren. Für all diese Ketten ausgenommen K63, die vor allem Protei-
ne zum lysosomalen Abbau markieren und bei intrazelullären Signalkaskaden eine Rolle spielen
(85, 86), konnte gezeigt werden, dass sie in vivo Substrate für den proteasomalen Abbau markie-
ren (99). Zudem wurde in HeLa-Zellen nach proteasomaler Inhibition eine Akkumulation solch
alternativer Ub-Ketten gebunden an 26S Proteasomen nachgewiesen (100). Allerdings sind K11-
Verknüpfungen vor allem für die Vermittlung des proteasomalen Abbaus ER-ständiger Proteine
verantwortlich (87), wohingegen NY-ESO-1 im Cytosol lokalisiert ist (113). Aus diesem Grund
ist die erhaltene Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops bei Abwesenheit Lysin-gebundener
K48-Ketten vor allem der Erkennung Serin-, Threonin- bzw. Cystein-gebundener K27-, K29- bzw.
K33-Ketten zuzusprechen.
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Unterstrichen wird diese Schlussfolgerung durch die Beobachtung, dass die Abwesenheit von
K48-Poly-Ub-Ketten, durch Überexpression einer HA-UbK48R-GFP Mutante, nicht nur in NY-
ESO-1K0-, sondern auch in NY-ESO-1-exprimierenden HeLa-Zellen keine signifikante Reduktion
der Antigenpräsentation zur Folge hatte (Abbildung 16). Zwar widersprechen sich diese Beob-
achtungen mit einer bereits veröffentlichten Untersuchung, die K48-Ketten eine indirekte (nicht
Antigen-gebundene) Wirkung in der Generierung MHC Klasse I präsentierter Epitope bescheinigt
(107). Allerdings liegt die Ursache dafür vermutlich in einem veränderten steady-state Level des
reifen Antigens. Im Fall von NY-ESO-1 bzw. NY-ESO-1K0 erklärt der verminderte Nachweis des
reifen Proteins im Kontrollblot anschaulich die um 20% verminderte Reduktion der Aktivierung
epitopspezifischer T-Zellen (Abbildung 16C und D), den Fiebiger et al. in ihrer Veröffentlichung
nicht abgebildet haben (107).
Interessanterweise zeigte auch die Überexpression weiterer HA-UbKxR-GFP-Mutanten keinen Ef-
fekt auf die Präsentation von NY-ESO-1157−165 (Abbildung 16A und B), obwohl das Lysin-freie
NY-ESO-1 durch die vermehrte Verknüpfung mit K11-, K29- und K33-Ketten charakterisiert ist
(Abbildung 20D). Wie zuvor dargelegt können unterschiedliche Signale den Abbau des Substrates
durch 26S Proteasomen vermitteln (99, 105, 100). Aus diesem Grund erscheint es plausibel, dass
der Verlust eines Signals durch den eines anderen kompensiert wird, um die zellulären Funktionen
aufrecht zu erhalten.
Wie bereits für eine cytosolische Variante des Nukleoproteins (IAV) gezeigt werden konnte (110),
war nicht einmal eine Lysin-freie Ub-Mutante (HA-UbK0-GFP) in der Lage, die Präsentation von
NY-ESO-1157−165 signifikant zu reduzieren (Abbildung 16A und B). Dennoch verdeutlichte die
Charakterisierung dieser Mutante eine tiefgreifende Reduktion des HA-Ubiquitinierungsprofils al-
ler Proteine in HeLa-Zellen sowie von isoliertem NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 (Abbildung 21).
Frühere Untersuchungen zeigten zudem, dass eine virale Transduktion von HA-UbK0-GFP die
Expression des endogenen Ub unterdrückt (110). Sie bedienten sich des FK1-AK, der nur Poly-
und keine Monoubquitinierung erkennt, sodass ein Nachweis von UbK0 verhindert wurde. Des-
sen ungeachtet bleibt nicht ausgeschlossen, dass eine verstärkte Biosynthese von zelleigenem Ub
den Funktionsverlust von HA-UbK0-GFP in HeLa-Zellen kompensiert und die Antigenpräsentati-
on sicherstellt, da auch eine Poly-Ub-Kette aus endogenem Ub mit jeweils einem HA-UbK0-GFP
Molekül am Ende den verbleibenden Nachweis an HA-Ub Myc-präzipitierter Substrate erklären
würde (Abbildung 21B). Andererseits besteht nach Transfektion von HA-UbK0-GFP weiterhin
die Möglichkeit der (mehrfachen) Monoubiquitinierung, zur Bildung C-zu-N verknüpfter linea-
rer Poly-Ub-Ketten sowie zur Modifikation mit UBL-Proteinen. Für alle Varianten wurde bereits
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gezeigt, dass sie den Abbau spezifischer Substrate durch das 26S Proteasom vermitteln können
(80, 105, 108). Der Abbau monoubiquitinierter Substrate ist offenbar ein deutlich häufigeres Er-
eignis als bisher angenommen. Eine kürzlich veröffentliche Studie legt nahe, dass bis zu 40% der
zellulären Proteine (vor allem kleine) in Mammalia und 20% in S. cerevisiae monoubiquitinab-
hängig durch 26S Proteasomen abgebaut werden (146). Darüber hinaus konnte gezeigt werden,
dass der proteasomale Abbau von monoubiquitiniertem Pax-3 durch hHR23B vermittelt wird (80),
dem bei Versuchen in Mäusen eine Rolle in der Präsentation des H2-Kd restringierten GFP200−208
Epitops zugewiesen wurde (147). Für die Modifikation mit FAT10, dem einzigen UBL-Protein,
das nach heutigem Erkenntnisstand Proteine für den Abbau durch 26S Proteasomen markieren
kann, wurde gezeigt, dass sie die Präsentation des HLA-A2 restringierten pp65495−509 Epitops
vermittelt (108). Somit ist es möglich, dass die Antigenpräsentation von NY-ESO-1157−165 nach
Überexpression von HA-UbK0-GFP durch eine der drei diskutierten Modifikationsformen aufrecht
erhalten wird.
4.2.3 Relevanz der identifzierten Ubiquitinierungsprofile
Lange existierte eine intensiv geführte Diskussion über die Hauptquelle der Antigene MHC Klasse
I präsentierter Peptide. Während die eine Hypothese neu-synthetisierte Polypeptide, die aus ver-
schiedenen Gründen nicht die native Form des Proteins erreichen (sog. DRiPs), als Hauptquelle
der Antigenpräsentation ansah (8), machte eine zweite reife Proteine (sog. retirees) dafür verant-
wortlich (9). Da für jede Theorie Beispiele existieren, die belegen, dass beide Antigenquellen zur
Generierung MHC Klasse I präsentierter Peptide beitragen, wird deutlich, dass dies keine konkur-
rierenden, sondern sich ergänzende Theorien darstellen.
Unter DRiPs werden unter anderem fehlerhaft-synthetisierte, falsch-gefaltete und frühzeitig termi-
nierte Polypeptide subsumiert, von denen im Falle von NY-ESO-1 ein Teil durch Isolierung mittels
des C-terminal gelegenen Myc-tag nicht erfasst wurde. Dieser Punkt ist von entscheidender Be-
deutung, da NY-ESO-1 DRiPs als potentielle Antigene zur Präsentation des NY-ESO-1157−165 bei-
tragen können. Gleichzeitig kommt eine große Menge antigener DRiPs, wie Polypeptide, die aus
defekter bzw. alternativ-gesplicter mRNA oder aus alternativen ORF translatiert werden (siehe Ka-
pitel 1.5), als Quelle für die Präsentation des NY-ESO-1157−165 Epitops nach NY-ESO-1-Plasmid-
DNA-Transfektion gar nicht in Frage. Letztlich liegt das HLA-A2 restringierte NY-ESO-1157−165
Epitop am C-terminalen Ende des 180AS langen Proteins. Aus diesem Grund muss die Translati-
on nahezu vollständig ablaufen, damit das Epitop überhaupt synthetisiert wird. Demzufolge bleibt
aus dem antigenen DRiP-Reservoir lediglich ein kleiner Teil frühzeitig terminierter Polypeptide,
von mindestens 165 und maximal 198AS Länge, welche durch die verwendete Isolierungsmethode
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Abbildung 22: Schema der Ub-abhängigen Prozessierung des NY-ESO-1157−165 Epitops aus voll-
ständig translatierten NY-ESO-1 Proteinen.
nicht erfasst wurden und gleichzeitig eine Rolle für die Antigenpräsentation spielen könnten. N-
terminal Myc/HIS-markiertes NY-ESO-1 würde dieses Problem umgehen, allerdings bliebe frag-
lich, ob diese Struktur des Fusionsproteins eine mögliche N-terminale Ubiquitinierung a priori
ausgeschlossen hätte (103).
Ungeachtet der Tatsache, ob NY-ESO-1 DRiPs oder Retirees zur Generierung des HLA-A2 re-
stringierten Epitops rekrutiert werden, schließt die in der vorliegenden Arbeit verwendete Metho-
de zur Identifzierung des Ubiquitinierungsprofil von NY-ESO-1 und NY-ESO-1K0 den größten
Teil der antigen wirksamen Substrate ein, wodurch die bislang gezogenen Schlussfolgerungen
Bestand haben. Demzufolge lassen sich keine Unterschiede in den Anforderungen, die Lysin-
freies und Wildtypprotein an die einzelnen Komponenten der Antigenprozessierungsmachinerie in
HeLa-Zellen stellen, identifizieren (Abbildung 22). Bei Abwesenheit des kanonischen Ub-Signals
(Lysin-verknüpfte K48-Polyubiquitinierung, siehe 1.4.3) existieren biologische Kompensations-
mechanismen (Verknüpfung alternativer Poly-Ub-Ketten an alternativen Akzeptorstellen), um die
zelluläre Homöostase aufrechtzuerhalten und die MHC Klasse I Antigenpräsentation sicherzu-
stellen. Gleichzeitig bleibt zu bemerken, dass diese Schlussfolgerungen lediglich für HeLa-Zellen
nach Plasmid-DNA Transfektion gelten. Eine Verallgemeinerung bedarf der Ausweitung der Ex-
perimente auf andere Zell- und Antigenapplikationssysteme sowie einer Charakterisierung in vivo.
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4.3 Ausblick
Ein wichtiges Ziel immunbasierter Anti-Tumor-Therapie ist die Identifizierung eines universellen
Zielantigens, das unabhängig vom Rezipienten mit Hilfe eines allgemein verfügbaren Effektor-
instruments wie Vakzinierungen, Antikörper, DCs, CD4+ oder CD8+ T-Zellen, CAR (Chimeric
Antigen Receptor) T-Zellen oder TRUCKS (CAR T cells redirected for universal cytokine killing)
die Abstoßung der malignen Tumorzellen vermitteln kann.
Erstens sollte die Expression des geeigneten Antigens auf den Tumor beschränkt sein, um starke
Nebenwirkungen der Therapie möglichst zu vermeiden. Zweitens ist die Verbreitung auf eine Viel-
zahl an malignen Entitäten vorteilhaft, um verschiedene Krebserkrankungen mit derselben Thera-
pie behandeln zu können. Drittens ist die Immunogenität des Antigens entscheidend für die Ausbil-
dung einer adaptiven Immunantwort und den Erfolg einer immunbasierten Anti-Tumor-Therapie.
In dieser Hinsicht ist das cancer/testis Antigen NY-ESO-1 ein vielversprechendes Ziel, da sei-
ne Expression lediglich auf Tumorzellen und immunologisch privilegiertes Gewebe beschränkt
ist (113) (siehe Kapitel 1.5). Darüber hinaus ist es mit steigender Aggressivität des Malignoms
in einer Reihe unterschiedlicher maligner Entitäten zu finden, z. B. in Synovialsarkomen (80%),
Ovarialkarzinomen (40%), Melanomen (30-40%) und multiplen Myelomen (30%) (113). Zudem
ließ sich in 40-50% HLA-A2+ Patienten mit NY-ESO-1 exprimierenden Malignomen die spontane
Entwicklung von NY-ESO-1157−165 spezifischen CD8+ T-Effektorzellen detektieren (148), deren
TCRs für die adoptive Zelltherapie von besonderer Bedeutung sind.
Der therapeutische Einsatz Epitop-spezifischer CD8+ T-Zellen ist allerdings auf den HLA-Ha-
plotyp des Patienten beschränkt. Dahingehend eignet sich NY-ESO-1 besonders gut, da das 157-
165 Epitop auf HLA-A2 restringiert ist, was mit ca. 29% das häufigste HLA-A Allel in der eu-
ropäischen Bevölkerung darstellt (149). Klinische Studien, die auf der Verwendung von TCR-
modifizierten NY-ESO-1157−165 spezifischen T-Zellen beruhten, beobachteten in HLA-A2+ Pa-
tienten mit NY-ESO-1 exprimierenden multiplen Myelomen (119), Synovialsarkomen oder Me-
lanomen (120) klinische Ansprechraten in bis zu 50% der Fälle. Allerdings zeigte die Behand-
lung eines Großteils der Patienten keine messbaren Effekte. Ursachen dafür können unter anderem
HLA- bzw. Antigen-Verlust, die immunsuppressive Wirkung von MDSCs der Tumorumgebung
oder eine unzureichende Affinität des TCRs sein. Diesbezüglich stellt der TCR des RG39 T-Zell
Klons ein sehr vielversprechendes Instrument dar, da eine suffiziente Aktivierung sogar durch
9·10−19 moll Epitopkonzentration erreicht werden konnte (4) und eine in vivo Charakterisierung an-
gestrebt ist. Dennoch stellt die Basis einer effizienten Erkennung und Abstoßung von Tumorzellen
durch NY-ESO-1157−165 spezifische CD8+ T-Zellen eine genaue Kenntnis der Anforderungen an
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die Antigenprozessierungsmachinerie des immunogenen Tumorantigens dar. Im Falle von HLA-
A2+ Patienten mit NY-ESO-1+ multiplem Myelom, die mittels einer adoptiven Zell-Therapie mit
NY-ESO-1157−165 spezifischen CD8+ T-Zellen behandelt werden, ist es essentiell zu wissen, dass
die MHC Klasse I Präsentation des Epitops proteasomaler Aktivität unterliegt, da Proteasominhibi-
toren wie Bortezomib und Carfilzomib eine wichtige Therapiesäule im fortgeschrittenem Stadium
bilden.
Ein alternativer Ansatz ist die Stimulation einer adaptiven Immunantwort mit Aktivierung Antigen-
spezifischer CD8+ T-Zellen durch Vakzinierung mit Tumorantigen-kodierender mRNA-transfi-
zierten DCs. Eine Studie aus 2008 (150) konnte zeigen, dass die Transfektion von Ub-MART-1
kodierender mRNA zu einer stärkeren CD8+ T-Zell-Antwort führte als MART-1-kodierende mR-
NA allein. Erkenntnisse über den Einfluss einer bestimmten Form der Ubiqutinierung auf die An-
tigenpräsentation MHC Klasse I restringierter Epitope bieten die Möglichkeit, neue therapeutische
Ansatzpunkte zu identifizieren, in dem E3-Ligasen, die spezifische Polyubiquitinierungsarten ver-
mitteln, in ihrer Aktivität gefördert oder gehemmt werden. Darüber hinaus könnten zukünftige
Studien dieser Art mit NY-ESO-1 als Zielantigen das Priming langlebiger CD8+ T-Effektorzellen
durch Inhibition der Aktivität von LMP2 eventuell verbessern.
Obwohl die vorliegende Arbeit einen großen Teil des Prozessierungsweges des NY-ESO-1157−165
Epitops in cellulo entschlüsseln konnte, bedarf es der Bestätigung und Vertiefung der Ergebnis-
se in unterschiedlichen Zelllinien, Organismen und experimentellen Designs, um die gewonnenen
Erkenntnisse zur Konzipierung einer effizienten Anti-Tumor-Therapie in der Klinik anzuwenden.
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